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°C stopinja Celzija 
ATC anatomsko-terapevtsko-kemična klasifikacija zdravil   
BA Brodmannovo področje 
BAM  angl. binary alignment map; binarna datoteka zemljevida naleganja 
BDNF angl. brain derived neurotrophic factor; gen za možganski nevrotrofni dejavnik  
BECN1 angl. beclin 1; gen za beklin 1 
CGI angl. CpG island; CpG-otok 
CNTNAP4 angl. Contactin associated protein-like 4; s kontaktinom povezan protein 4 
CpG zaporedje citozin-fosfat-gvanin 
Ct pražni cikel 
DCTN2 angl. dynactin subunit 2; gen za dinaktinsko podenoto 2 
DGKZ angl. diacylglycerol kinase zeta; gen za diacilglicerol kinazo zeta  
DMC diferenčno metiliran citozin 
DMR angl. differentially methylated regions; diferenčno metilirana področja 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
DNMT angl. DNA methyltransferase; DNA-metiltransferaza 
dNTP deoksiribonukleozidtrifosfat 
dsDNA dvoverižna deoksiribonukleinska kislina 
GABRA1 
angl. gamma-aminobutyric acid type A receptor alpha1 subunit; podenota alfa-1 
receptorja za γ-aminobutanojsko kislino 
GNAS 
angl. GNAS (guanine nucleotide binding protein, alpha stimulating) complex 
locus; gen za lokus kompleksa GNAS 
GO genska ontologija 
HOOK2 
angl. hook microtubule tethering protein 2; gen za kavljasti microtubule 
privezovalni protein 2 
HPA angl. hypothalamic-pituitary-adrenal; hipotalamus-češarika-nadledvična žleza 
HTR1A angl. 5-hydroxytryptamine receptor 1A; gen za serotoninski receptor 1A 
HTR2A angl. 5-hydroxytryptamine receptor 2A; gen za serotoninski receptor 2A 
HTR2C angl. 5-hydroxytryptamine receptor 2C; gen za serotoninski receptor 2C 
KNDC1 
angl. kinase non-catalytic C-lobe domain containing 1; gen za kinazni 
nekatalitični C-reženj vsebujočo domeno 1 
MAOA angl. monoamine oxidase A; gen za monoamin-oksidazo A 
MBD metil-CpG vezavna domena 
MICAL3 
angl. microtubule associated monooxygenase, calponin and LIM domain 
containing 3; gen za z mikrotubuli povezano monooksigenaza, kalponin in LIM 
vsebujočo domeno 3 




MIR4458HG angl. MIR4458 host gene; gen za gostiteljski gen MIR4458 
mRNA sporočevalna ribonukleinska kislina 
NBEA angl. neurobeachin; gen za nevrobecin 
NDNF angl. Neuron derived neurotrophic factor; nevronski nevrotrofni dejavnik 
NGS angl. next-generation sequencing; sekvenciranje naslednje generacije 
NR3C1 
angl. nuclear receptor subfamily 3 group C member 1; gen za glukokortikoidni 
receptor 
NRIP3 
angl. nuclear receptor interacting protein 3; gen za z jedrnim receptorjem 
interagirajoči protein 3 
NTC 
angl. no template control; kontrolni vzorec, ki ne vsebuje matrice za 
pomnoževanje 
PCDHGB2 
angl. protocadherin gamma subfamily B 2; protein poddružine B 2 gama 
protokadherin 
PCR verižna reakcija s polimerazo 
PDXDC1 
angl. pyridoxal dependent decarboxylase domain containing 1; gen za od 
piridoksala odvisno dekarboksilazo vsebujočo domeno 1 
PEG polietilenglikol 
PLEKHA4 
angl. pleckstrin homology domain-containing family A member 4; gen za 
plekstrin homologno domeno, ki vsebuje A4 
PLXNC1 angl. plexin C1; gen za pleksin C1 
PMI post mortem interval 
qPCR  kvantitativni PCR oziroma PCR v realnem času 
RIN angl. RNA integrity number; stopnja ohranjenosti RNA 
RNA ribonukleinska kislina 
RRBS  angl. reduced representation bisulfite sequencing  
rRNA promotor rRNA 
SAT1 
angl. spermidine/spermine N1-acetyltransferase 1; gen za spermin/spermidin 
N1-acetiltransferazo 
SKA2 
angl. spindle and kinetochore associated complex subunit 2; gen za z vretenom 
in kinetohorjem povezani protein 
SLC6A4 angl. solute carrier family 6 member 4; gen za serotoninski prenašalec 
SNP angl. single nucleotdie polymorphism; polimorfizmi posameznega nuklotida  
SPRI  angl. solid-phase reversible immobilization; obratna imobilizacija s trdno fazo 
TDG angl. thymine DNA glycosylase ; encim timinska DNA-glikozilaza 
TET angl. ten-eleven translocation ; encimi družine »deset-enajst translokacija« 
TPH2 angl. tryptophan hydroxylase 2; gen za triptofan-hidroksilazo 2 
TRIM28 angl. tripartite motif containing 28; protein tripartitni motiv 28 
UNG angl. uracil DNA glycosylase; encim uracil-DNA-N glikozilaza 
ZDA Združene države Amerike 
ZNF664 angl. zinc finger 714, gen za cinkov prst 664 





Samomorilno vedenje je poligensko, večfaktorsko vedenje, ki prizadane ljudi širom sveta. 
Na samomorilno vedenje vplivajo številni biološki in zunanji dejavniki, ki jih lahko 
povežemo z epigenetiko. Mehanizmi in dejavniki samomorilnega vedenja kljub širokemu 
naboru novih dognanj niso v celoti poznani. Na podlagi molekularno-bioloških študij pa 
lahko sklepamo, da obstaja tudi pomembna biološka komponenta samomorilnega 
vedenja. Ena izmed njih je metilacija DNA in spremenjena stopnja le-te. 
Da bi preverili, ali obstajajo razlike v stopnji metilacije, smo tvorili dve skupini, ki smu ju 
primerjali med seboj. Prva je zajemala moške, ki so umrli zaradi samomora z obešanjem; 
druga skupina pa je predstavljala kontrolno skupino (zajemala je moške, ki so umrli 
zaradi nenadne srčne smrti). Z uporabo tehnologije sekvenciranja naslednje generacije 
(NGS) smo v prvem delu preiskovali stopnjo metilacije DNA širom celotnega genoma na 
manjšem naboru preiskovancev (v možganskih regijah hipokampus in Brodmannovo 
področje (BA) 9). V drugem delu smo na celotni skupini preiskovancev preverili stopnjo 
metilacije tarčnih zaporedij DNA izbranih kandidatnih genov (možganske regije 
amigdala, BA46, hipokampus in insula ter kri). Rezultate, pridobljene z NGS smo želeli 
potrditi z dodatno metodo. Kandidatne gene, pri katerih smo opazili spremenjeno stopnjo 
metilacije med obema preiskovanima skupinama, smo dodatno preučili z analizo 
njihovega izražanja s qPCR tako za prvi kot tudi za drugi del doktorske naloge. 
Pokazali smo številne razlike v stopnji metilacije med žrtvami samomora in kontrolno 
skupino. V prvem delu smo z analizo metilacije DNA širom genoma pri obeh 
preiskovanih možganskih regijah našli večje število diferenčno metiliranih citozinov z 
razliko v odstotku metilacije med obema skupinama preiskovancev večjo od 25 % in q-
vrednostjo pod 0,01. V analizi genske ontologije so bili obogateni izrazi, povezani s 
strukturno integriteto celice in z uravnavanjem živčnega sistema. V analizi izražanja 
genov smo v BA9 pri žrtvah samomora opazili povišano izražanje dveh genov (ZNF714 
in NRIP3). V drugem delu, analizi metilacije tarčnih zaporedij DNA, smo prav tako 
opazili razlike v stopnji metilacije med preiskovanima skupinama. Razlike smo opazili v 
vseh sekvenciranih kandidatnih genih, pri čemer pa so bile nekatere razlike v odstotku 
metilacije nizke (nižje od enega odstotka). Spremenjeno izražanje genov smo opazili v 
hipokampusu (ZNF714, NR3C1, SLC6A4 in HTR1A) in krvi (NRIP3). 
Rezultati naših analiz dajejo nov uvid v spremenjeno stanje metilacije pri samomorilnem 
vedenju in nakazujejo možnost spremenjene plastičnosti možganov. Pridobili smo nove 
kandidatne gene ter pokazali povezavo s samomorilnim vedenjem pri že obstoječih 
kandidatnih genih. Rezultati tako podpirajo vlogo biološke komponente ozadja 
samomorilnega vedenja in prispevajo k osvetljevanju problematike na visoko 
samomorilno ogroženi slovenski populaciji. 
 
Ključne besede: samomorilno vedenje, obešanje, kandidatni gen, epigenetika, 









Suicidal behaviour is a polygenic and multifactorial disorder affecting people all around 
the world. It is influenced by multiple factors, which can be tied together by epigenetics. 
Although comprehensive amount of knowledge on suicidal behaviour has been gathered, 
complete mechanism and factors leading to suicidal behaviour are yet to be determined. 
However, based on molecular studies, we can conclude that there is an important 
biological component to suicidal behaviour, and DNA methylation could play an 
important role. 
For the purpose of this work we formed two study groups. First included 25 male suicide 
victims, who died by hanging. The second group was a control group, including 28 males 
who died from sudden cardiac arrest. Using advances of the next-generation sequencing 
technology (NGS), we first analysed genome-wide DNA methylation on a smaller subset. 
DNA methylation was examined in hippocampus and in a cortical region, Brodmann area 
(BA) 9. Next, we interrogated DNA methylation of selected candidate genes in additional 
brain regions (beside hippocampus also amygdala, insula and BA46) and blood using the 
complete set of subjects. We wanted to confirm the results obtained using NGS with an 
additional method. Candidate genes for which we observed an altered rate of methylation 
between the two study groups were further examined by analysing their expression by 
qPCR for both the first and second part of the doctoral thesis. 
In our study we determined multiple differences in DNA methylation state between 
suicide victims and the control group. Genome-wide DNA methylation revealed increased 
hypomethylation in suicide victims for both brain regions. We found a large number of 
differentially methylated cytosines with the difference of the percentage of methylation 
between the two groups greater than 25 % and with the q-value below 0.01. Gene 
ontology analysis showed enrichment for genes associated with cell structural integrity 
and nervous system regulation. In BA9 expression of two genes was elevated in suicide 
victims (ZNF714 and NRIP3). In the second part of our work, we performed DNA 
methylation analysis for candidate genes, and we detected differences in DNA 
methylation for all studied brain regions and blood. Although we observed differences 
within all candidate genes, some differences in DNA methylation were low (less than one 
percent between studied groups). Gene expression between suicide victims and control 
group differed statistically in the hippocampus (ZNF714, NR3C1, SLC6A4, and HTR1A) 
and blood (NRIP3). 
The results of our analyses provide new insights into the methylation-altered state in 
suicidal behaviour and suggest the possibility of changes in brain plasticity. We identified 
new potential candidate genes and strengthen the association with suicidal behaviour in 
already known candidate genes. The results therefore support the role of the biological 
component in suicidal behaviour and contribute to its understanding in a highly suicidal 
Slovenian population. 












1.1. Samomorilno vedenje  
Samomorilno vedenje je poligensko, večfaktorsko vedenje, ki prizadane ljudi širom sveta. 
Gre za proces, ki se začne mnogo pred izvedbo končanega samomora. Vsako leto v 
globalnem merilu skoraj milijon ljudi umre za posledicami samomora [1].  
Mnenja o tem, ali gre pri samomorilnem vedenju za duševno motnjo ali pa le simptom, so 
deljena. MKB-10-AM (Mednarodna klasifikacija bolezni in sorodnih zdravstvenih 
problemov za statistične namene), ki je v uporabi v Sloveniji, samomorilno vedenje 
obravnava le v sklopu namernega samopoškodovanja. Klasifikacija DSM-5 (Diagnostični 
in statistični priročnik duševnih motenj) Ameriškega psihiatričnega združenja pa v zadnji 
različici samomorilno vedenje prvič uvrsti med duševne motnje, ki jih je potrebno 
dodatno preučiti [2]. Dejavniki za razvoj samomorilnega vedenja so številni. Delimo jih 
lahko na sledeče: 
 okoljski dejavniki (npr. slab dostop do pomoči duševnega zdravja, dostop do 
orožja, poročanje medijev), 
 družbeni dejavniki (npr. družbeno izobčenje, spremembe socialne mreže osebe, 
ekonomsko stanje) in 
 individualni dejavniki tveganja [3].  
Individualni dejavniki tveganja se naprej delijo na: 
 distalne (višajo dovzetnost za pojav samomorilnega vedenja, a sami po sebi niso 
zadostni; npr. družinska zgodovina, genetski zapis, travmatični dogodki v 
otroštvu), 
 razvojne (npr. kognitivne motnje, osebnostne lastnosti kot so agresija in 
impulzivnost, kronične odvisnosti) in  
 proksimalne (neposredno vplivajo na razvoj samomorilnega vedenja; npr. akutne 
odvisnosti, akutni stresni dogodki, brezup, samomorilne misli, duševne motnje in 
druge bolezni) [4]. 
Žrtve samomora so pogosteje moški, medtem ko se pri ženskah pogosteje pojavljajo 
poskusi samomora. Razlogov za to je več; moški redkeje poiščejo pomoč in uporabljajo 
bolj nasilne metode samomora [5]. 
1.2. Samomorilno vedenje in Slovenija 
Samomorilno vedenje je velik javnozdravstveni problem tudi pri nas, saj se Slovenija 
uvršča med države z najvišjo stopnjo ogroženosti. Preučevanje samomorilnega vedenja 
ima na ozemlju Slovenije že dolgo zgodovino. Pionir raziskav je bil konec 19. stoletja 




(število žrtev samomora na 100.000 prebivalcev) gibal nad 30. V zadnjem desetletju 
opažamo upad števila samomorov, vendar je to še vedno visoko (slika 1). Samo leta 2018 
je za posledicami samomora umrlo 353 oseb [7].  
 
Slika 1: Število žrtev samomora med letoma 2000 in 2018.  
Vir: Nacionalni inštitut za javno zdravje, Statistični urad Republike Slovenije. 
Tudi v Sloveniji so žrtve samomora približno 4-krat pogosteje moški. Ti so ob smrti v 
povprečju stari 51 let, ženske pa 56 let. Najpogostejša metoda samomora je tako pri 
moških kot tudi pri ženskah obešanje [5]. Smrtnost zaradi samomorilnega vedenja je višja 
v Vzhodni kohezijski regiji (slika 2), kjer je tudi višja stopnja predpisovanja zdravil za 
zdravljenje duševnih motenj in slabši socioekonomski status [8]. 
 
Slika 2: Umrljivost zaradi samomora v slovenskih občinah. 
Slika prikazuje podatke o samomorilnem količniku znotraj posamezne občine med letom 2013 in 




1.3. Biološka osnova samomorilnega vedenja 
1.3.1. Možgani 
Možgani so del osrednjega živčnega sistema. Čeprav predstavljajo le okoli dva odstotka 
človeške teže za svoje delovanje porabijo petino kisika in energije. Gre za kompleksen 
organ s številnimi morfološko in funkcijsko raznolikimi strukturnimi enotami. Njihovi 
osnovni deli, ki so povezani med seboj in z drugimi deli možganov, so veliki in mali 
možgani ter možgansko deblo [9]. Belo možganovino in možganska jedra, ki sestavljajo 
velike in male možgane, prekriva možganska skorja, ki je razdeljena v tri funkcionalne 
regije (motorično, asociativno (povezovalno) in senzorično), povezane z različnimi 
možganskimi funkcijami (gibanjem, čutenjem, kompleksno obdelavo podatkov, ter 
uravnavanjem vegetativnih živčnih funkcij). Skorja zagotavlja delovanje organizma kot 
celote v interakciji z njegovim okoljem. Filogenetsko je 10 % možganske skorje stare 
(paleokorteks) in 90 % nove (neokorteks) [10]. Deli skorje so razdeljeni tudi glede na 
lego in strukturo ter funkcijo skorje. Nemški psihiater in anatom Korbinian Brodmann je 
skorjo razdelil v 52 citoarhitektonskih polj, ki jih opredeljujejo razlike v strukturi živčnih 
celic in vlaken med polji ne glede na funkcijo tega dela skorje [11]. 
 Brodmannovo področje (BA) 9 in 46 
Področji BA9 in BA46 se nahajata v skorji čelnega režnja, natančneje v dorzolateralnem 
predelu prefrontalnega dela skorje čelnega režnja. Dorsolateralni prefrontalni del skorje je 
evolucijsko zelo mlada pridobitev, sodeluje pa pri ohranjanju pozornosti, delovnem 
spominu, načrtovanju in sprejemanju odločitev ter ohranjanju samonadzora [12-14].  
 Hipokampus in amigdala 
Obe možganski regiji, hipokampus in amigdalo, uvrščamo v limbični sistem. Ta je močno 
vpleten v čustvovanje, različna vedênja, motivacijo ter spomin [15]. Limbični sistem je 
preko svojega delovanja povezan z prefrontalnim delom skorje, ki vsebuje obe prej 
omenjeni Brodmannovi področji 9 in 46 . 
Hipokampus se nahaja v medialnem temporalnem možganskem režnju. Močno je vpleten 
v tvorbo, organizacijo in shranjevanje dolgoročnega spomina [16]. Poleg tega je 
pomemben tudi za prostorsko navigacijo [17]. Informacije dobiva preko različnih tipov 
nevronov, med drugimi serotonergičnih, noradrenergičnih, GABAergičnih in 
dopaminergičnih nevronov [18]. 
Amigdala je mandljasto oblikovan skupek možganskih jeder, ki se nahaja v senčnem 
režnju poloble velikih možganov. Za razliko od hipokampusa se s pomočjo amigdale 
tvorijo in shranjujejo spomini, povezani z emocionalnimi dogodki [19]. Amigdala je 
močno vpletena v doživljanje in procesiranje občutka strahu [20], vlogo pa igra tudi pri 





 Insula  
Insula je del cerebralnega dela skorje, uvihanega v globino brazde med senčnim in čelnim 
režnjem poloble velikih možganov. Udeležena je v številne kognitivne procese [22]. 
Pomembno vlogo igra pri samozavedanju, sočutju, motivaciji in vzdrževanju 
medosebnostnih odnosov, prav tako pa sodeluje pri ohranjanju homeostaze telesa preko 
procesiranja zunanjih in notranjih dražljajev [23]. 
Opisane regije so prikazane na shematskem prikazu (slika 3). 
 
Slika 3: Shematski prikaz možganskih regij, potencialno vpletenih v samomorilno 
vedenje. 
Sagitalni prerez, prirejeno po Potenza et al., 2019, z dovoljenjem založnika Springer Nature.  
 
Motnje v delovanju možganov se lahko odražajo v številnih patologijah kot so duševne 
motnje in druge nevrološke motnje. Pri duševnih motnjah pride do sprememb v vedênju, 
občutenju ali razmišljanju osebe, ki se kažejo kot negativen dejavnik v življenju. Duševne 
motnje so povezane s spremenjenim stanjem strukture, delovanja in molekularne 
signalizacije možganov [24].   
1.3.2. Epidemiološke študije samomorilnega vedenja 
S preučevanjem biološke osnove samomorilnega vedenja je v sedemdesetih letih 
prejšnjega stoletja pričela Marie Asberg. Pri osebah z depresijo, ki so imele znižano 
koncentracijo razgradnega produkta serotonina, 5-hidroksiindolocetne kisline, v 
cerebrospinalni tekočini, so opazili višjo stopnjo samomorilnega vedenja in uporabo bolj 
nasilnih metod samomora [25].  
Sledilo je obdobje epidemioloških študij. Biološki doprinos k pojavu tveganja za 
samomorilno vedenje naj bi bil tako slabo polovico (okoli 40 odstotkov) [26]. 
Preko daljšega obdobja so opazovali pojav samomorilnega vedênja znotraj posameznih 
družin in opazili višje tveganje pri nekaterih družinah tako za pojav samomorilnega 




Prav tako so preučevali tveganje pri enojajčnih in dvojajčnih dvojčkih. Ugotovili so, da je 
pri enojajčnih dvojčkih ob pojavu samomorilnega vedenja pri enem od dvojčkov povišano 
pojavljanje samomorilnega vedenja tudi pri drugem dvojčku. Pri dvojajčnih dvojčkih je 
bilo tveganje za pojav samomorilnega vedenja tudi pri drugem dvojčku nižje kot pri 
enojajčnih dvojčkih [28]. 
Preučevali so tudi žrtve samomora, ki so bile posvojene ter njihove biološke in 
posvojiteljske družine. Tveganje za samomorilno vedenje je bilo višje znotraj njihovih 
bioloških družin kot pa v posvojiteljskih družinah [29].  
1.3.3. Genetska predispozicija samomorilnega vedenja  
V začetku tega tisočletja so se začeli pojavljati veliki upi, da bodo s pomočjo podatkov o 
zaporedju človeškega genoma bolj jasni vzroki človeških bolezni. V začetnih 
molekularno-genetskih študijah so intenzivno preučevali variacije predvsem v genih 
sistemov živčnih prenašalcev. Verjetno najbolje preučen je serotoninski sistem, ki ključno 
vpliva na naše razpoloženje [30]. Preučena je bila tudi glavna stresna os HPA (angl. 
hypothalamic-pituitary-adrenal, hipotalamus-češarika-nadledvična žleza) [31] in sistem 
nevrotrofnih dejavnikov [32]. 
Genetsko ozadnje samomorilnega smo preučevali tudi na slovenski populaciji. Med 
drugimi so bili analizirani nekateri polimorfizmi v genu za monoamin-oksidazo (MAOA, 
angl. monoamine oxidase A) [33], triptofan-hidroksilazo 2 (TPH2, angl. tryptophan 
hydroxylase 2) [34], možganski nevrotrofni dejavnik (BDNF, angl. brain derived 
neurotrophic factor) [35], serotoninska receptorja 1A in 2C (HTR1A, HTR2C, angl. 5-
hydroxytryptamine receptor 1A in 5-hydroxytryptamine receptor 2C) [36, 37] in 
serotoninski prenašalec (SLC6A4, angl. solute carrier family 6 member 4) [38].  
Številni geni so kazali povezavo s samomorilnim vedenjem, a veliko študij trdne 
povezave ni uspelo pokazati. Samomorilno vedenje je kompleksen fenomen, na katerega 
vpliva kombinacija dednih in okoljskih dejavnikov in z genetiko lahko razložimo le del 
tveganja. Kot povezovalni vmesni člen, ki prepleta okoljske in genetske dejavnike, pa 
deluje epigenetika. 
1.4. Epigenetika  
Epigenetika nam lahko pomaga razumeti občutljivo prepletanje okoljskih in genetskih 
vplivov znotraj celice. Z izrazom epigenetika opisujemo pogosto dedne spremembe v 
izražanju genov, ki ne izvirajo iz razlik v zaporedju DNA [39]. Epigenetsko uravnavanje 
je ključno v razvojnem obdobju organizma in ima pomembno vlogo tudi v odrasli dobi 
[40]. Z visoko tkivno specifičnostjo omogoča različnim celicam v našem telesu, da 
ohranijo svojo identiteto in se prilagodijo dražljajem. Epigenetsko stanje celice je tako 
delno reverzibilno in se lahko preoblikuje skladno s signali, ki jih celica prejme [41]. 
Obstaja več mehanizmov epigenetskega delovanja; nekodirajoče RNA, posttranslacijske 




1.4.1. Delovanje nekodirajočih RNA 
V nasprotju s sporočilno RNA (mRNA), katerih končni produkt je protein, nekodirajoče 
RNA služijo uravnavanju izražanja genov [43]. Kljub svojemu imenu mikroRNA 
(miRNA) igrajo veliko vlogo v skupini nekodirajočih RNA. miRNA so 19 do 25 
nukleotidov dolge enoverižne molekule RNA, ki se preko dodatnih proteinskih 
kompleksov vežejo na tarčno mRNA in zmanjšajo stopnjo izražanja [44]. Vezava med 
kompleksom miRNA in tarčne mRNA ni nujno popolnoma komplementarna; tako lahko 
posamezen tip miRNA uravnava do 100 različnih genov [45]. Izražanje miRNA je 
uravnavano tako prostorsko kot časovno in tvori zapletene mreže. Spremembe izražanja 
mikro RNA so že opazili v povezavi z duševnimi motnjami in samomorilnim vedenjem 
[46, 47]. 
1.4.2. Posttranslacijske spremembe histonov 
Drugi mehanizem epigenetskega uravnavanja so posttranslacijske spremembe histonov. 
Histoni so proteinski gradniki kromatina - kompleksa DNA in proteinov. DNA se veže 
okoli 8 histonskih podenot (dva histona H2A, H2B, H3 in H4) in tako tvori nukleosom 
(skupaj z povezovalnim histonom H1) [48]. Histoni (z izjemo povezovalnega histona H1) 
so zgrajeni iz sredinske globularne podenote in N-terminalnih repov [49]. Na N-
terminalnih repih se lahko pojavijo raznolike posttranslacijske spremembe aminokislin, 
kot so metilacija, fosforilacija, acetilacija, ubikvitinacija in sumoilacija [50]. Učinek 
posttranslacijskih sprememb histonov se lahko izrazi preko dveh glavnih mehanizmov; s 
spreminjanjem pozitivnega naboja histonov in motenjem vezave negativno nabite DNA 
[51] ali z ustvarjanjem novih mest za vezavo proteinov [52]. Posttranslacijske spremembe 
histonov so bile doslej že povezane s številnimi bolezenskimi stanji, vključno z veliko 
depresivno motnjo, shizofrenijo in bipolarno motnjo [53, 54].  
1.4.3. Metilacija DNA 
Metilacija DNA je pri sesalcih zelo dobro opisan mehanizem epigenetskega uravnavanja. 
Doslej je bila že povezana z različnimi duševnim motnjami, kot so velika depresivna 
motnja [55], shizofrenija [56] in samomorilno vedenje [57].  
V procesu metilacije DNA se na 5C mesto citozina doda ena metilna skupina. Posamezen 
citozin je torej lahko popolnoma metiliran ali popolnoma nemetiliran, odvisno od tega, ali 
je metilna skupina vezana ali ne [58]. Reakcijo katalizirajo encimi iz družine DNA-
metiltransferaz (DNMT), donor metilne skupine pa je S-adenozilmetionin [59]. Nekateri 
člani družine DNA-metilatrasferaz ohranjajo vzorec metilacije ob celični delitvi 
(DNMT1, angl. DNA methyltransferase 1), medtem ko drugi metilirajo prej nemetilirane 
citozine – de novo metilacija citozinov (DNMT3A in DNMT3B, angl. DNA 
methyltransferase 3A in 3B) [59]. Vzorec metilacije se lahko tudi odstrani preko procesa 
pasivne ali aktivne demetilacije. Pri pasivni demetilaciji se DNA po podvajanju ne 
metilira in tako se vzorec metilacije ne ohrani. Aktivno demetilacijo katalizirajo encimi 




translokaciji med kromosomom 10 in 11) in encimom timinske DNA glikozilaze (TDG, 
angl. thymine DNA glycosylase). Ob tem se metilirani citozini nadomestijo z 
nemetiliranimi citozini preko oksidacijskih, izrezovalnih in popravljalnih mehanizmov 
[60]. Vezava metilne skupine na citozin je kovalentna, zaradi česar je stabilna tudi po 
smrti [61]. Metilacijski vzorec se je ohranil celo v krvi, arhivirani 20 let [62]. 
Običajno so metilirani citozini, ki se nahajajo v zaporedju motiva citozin-fosfat-gvanin, 
zato jih imenujemo tudi CpG. Citozini v genomu niso razporejeni enakomerno. Pogosto 
se pojavljajo skupaj z višjo frekvenco v regijah imenovanih CpG-otoki. V človeškem 
genomu je približno 28 milijonov CpG-jev, ki sestavljajo 45 tisoč CpG-otokov [63]. 
CpG-otoki običajno niso metilirani in služijo kot vezavna mesta za transkripcijske 
dejavnike. Vezavna mesta za transkripcijske dejavnike se nahajajo po celotnem genomu, 
a so z izjemo CpG-otokov v promotorskih regijah običajno metilirana [64].  
Ker se CpG-ji pogosto nahajajo v regulatornih regijah, lahko metilacija DNA vpliva na 
izražanje genov. Dodajanje metilne skupine spremeni biofizikalne lastnosti DNA. Zaradi 
vezave metilne skupine je lahko onemogočena vezava aktivatorjev prepisovanja na DNA 
[65]. Drugi mehanizem poteka preko družine proteinov, imenovane proteini z domeno za 
vezavo na metil-CpG (MBD, angl. methyl-CpG binding domain proteins). Proteini se 
preferenčno vežejo na metilirane CpG, sami pa se še dodatno vežejo s proteini, kar vodi v 
znižano izražanje genov [66]. 
Metilacija DNA je ključnega pomena pri vzdrževanju osnovnih celičnih procesov in 
sinaptične plastičnosti v osrednjem živčnem sistemu. Tako vpliva tudi na številne 
kognitivne procese. Gre za normalno in nujno stanje celice, zato lahko motnje 
uravanavanja vzorca metilacije vodijo v poškodbe DNA in bolezenska stanja [67]. 
Epigenetski mehanizmi naj bi bili tako med drugim povezani s shizofrenijo, odvisnostjo, 
depresijo, motnjami povezanimi s stresom in samomorilnim vedenjem [68]. Nekatera 
zdravila, ki se uporabljajo pri zdravljenju duševnih motenj, so lahko povezana s 
spremembo metilacije DNA. Študije so bile izvedene predvsem na živalskih modelih in 
človeških celičnih linijah, vendar kažejo na povezavo z zdravili za zdravljenje bipolarne 
motnje, shizofrenije in depresije [69-73].  
1.5. Epigenetika in samomorilno vedenje 
Zaradi tkivne specifičnosti metilacije je le-to potrebno preučevati v tkivu, ki je najbolj 
povezano z boleznijo ali stanjem, ki ga preučujemo. Prav to dejstvo predstavlja veliko 
omejitev epigenetskih raziskav duševnih motenj. Študije možganov še živečih 
preiskovancev so tako izjemno redke. V študije se vključuje lažje dostopna periferna tkiva 
kot so kri in bris ustne sluznice, velik del študij pa je opravljenih na posmrtnih vzorcih 
[74]. 
1.5.1. Metilacija DNA  kandidatnih genov za samomorilno vedenje 
Preučevanje metilacije DNA kandidatnih genov se je pričelo z genom za glukokortikoidni 




modelu. Opazili so razliko v stopnji metilacije NR3C1, ki jo je bilo moč povezati s 
specifičnim vedenjem samic. In sicer so pri mladičih, ki so jih samice niso skrbno 
negovale pogosteje opazili hipermetilacijo NR3C1 v primerjavi z mladiči, ki so bili deleni 
mamine nege [75]. Vlogo receptorja in spremenjene metilacije DNA so potrdili tudi pri 
ljudeh, med drugim tudi pri žrtvah samomora, ki so v otroštvu doživali travmatske 
pretrese [76].  
V istem obdobju so preučevali tudi metilacijo DNA v genu za možganski nevrotrofni 
dejavnik (BDNF) na slovenskih preiskovancih. Ta je vpleten v rast, razvoj in ohranjanje 
sinaptične plastičnosti [77]. Žrtve samomora so imele zvišano stopnjo metilacije 
promotorske regije in nižje izražanje gena kot kontrolna skupina [78].  
Predvsem hipermetilacija se je pri žrtvah samomora pojavila v različnih genih, kot so 
promotor rRNA (rRNA) v hipokampusu [79], serotoninski receptor 2A (HTR2A) v 
frontalnem režnju [80], receptor za γ-aminobutanojsko kislino (GABAA) v frontopolarnem 
delu skorje [81], spermin/spermidin N1-acetiltransferazi (SAT1, angl. 
spermidine/spermine N1-acetyltransferase 1) v BA8 in 9 [82] in z vretenom in 
kinetohorjem povezani protein 2 (SKA2, angl. spindle and kinetochore associated 
complex subunit 2) v prefrontalnem delu skorje [83] . 
1.5.2. Metilacija DNA širom genoma pri samomorilnem vedenju 
S porastom novim tehnologij, ki omogočajo sekvenciranje naslednje generacije (NGS), je 
določanje nukleotidnega zaporedja postalo hitrejše in dostopnejše. Doslej je bilo 
izvedenih več raziskav metilacije DNA širom genoma. Prve raziskave na področju 
samomorilnega vedenja so se usmerile predvsem v preučevanje hipokampusa. Pri moških 
žrtvah samomora se je pogosteje pojavljala hipermetilacija v 366 statistično značilnih 
promotorskih regijah. Številni promotorji so bili povezani z geni, ki sodelujejo v 
kognitivnih procesih [84]. Dodatne razlike so opazili ob primerjavi moških žrtev 
samomora, ki so v otroštvu doživele hujše stresne dogodke z žrtvami samomora, ki tega 
niso izkusile. Razlike so se pojavljale tudi pri primerjavi s kontrolnimi osebami [85]. 
Drugo pogosto preučevano področje možganov je skorja. Moške in ženske žrtve 
samomora z veliko depresivno motnjo so imele zvišano stopnjo metilacije DNA v 
ventralnem prefrontalnem delu skorje v primerjavi s kontrolnimi osebami brez velike 
despresivne motnje [86]. Prav tako je bil spremenjeni vzorec metilacije opažen v 
prefrontalnem delu skorje moških žrtev samomora. Na ravni posameznih zaporedij CpG 
so imele žrtve samomora nižjo stopnjo metilacije, medtem ko so določeni odseki kazali 
hipermetilacijo v primerjavi s kontrolno skupino. Zaradi nizkega števila preiskovancev 
noben izmed identificiranih genov ni ostal statistično značilen po statističnih korekcijah. 
Kljub vsemu so ti geni spadali v skupino genov, vpletenih v uravnavanje prepisovanja 
[87].  
Pri moških in ženskih žrtvah samomora z veliko depresivno motnjo so se v področju 
BA11 in BA25 razlike pojavljale znotraj več genskih regij. Razlike so se v nekaterih 




Astrociti spadajo v skupno celic glia in v možganih opravljajo številne naloge od 
popravljanja poškodb do podpore krvno-možganske pregrade. Neustrezno delovanje je 
povezano z razvojem duševnih motenj. Pri moških žrtvah samomora, ki so imeli znižano 
število astrocitnih označevalcev, je bila stopnja metilacije DNA v prefrontalnem delu 
skorje znižana [89].  
Posmrtne študije omogočajo vpogled v visoko kompleksne mehanizme delovanja 
možganov, a močno omejijo preučevanje še živečih oseb. Samomorilno vedenje se 
pogosto pojavlja sočasno z drugimi duševnimi motnjami. Ob primerjavi stanja metilacije 
v krvi med osebami z bipolarno motnjo s pridruženim samomorilnim vedenjem in 
osebami z bipolarno motnjo brez samomorilnega vedenja so tudi v krvi so opazili razliko 
v stopnji metilacije in identificirali tri kandidatne gene [90]. Ena največjih raziskav do 
sedaj je pri osebah z veliko depresivno motnjo primerjala raven metilacije v krvi in 
prefrontalnem delu skorje. Ob primerjavi z zdravimi kontrolami brez duševnih motenj so 
opazili razlike v metilacijskem vzorcu večih delov genoma. Še posebej zanimivi pa so 
zaključki primerjave med tkivi, saj je prišlo do prekrivanja podatkov iz krvi in ene od 
možganskih regij (BA10). Del genov, spremenjeno metiliranih v obeh tkivnih regijah, je 
spadal v področje razvoja in delovanja možganov [91].  
Analize metilacije DNA širom genoma imajo kljub visoki ravni informativnosti nekatere 
omejitve. Z analizami pridobimo veliko količino podatkov, za obdelavo katerih je 
potrebno ustrezno bioinformatsko znanje, prav tako pa je potrebno rezultate tudi 
ovrednostiti z vidika biološke vloge. Kljub nižanju cen NGS je število preiskovancev, 
vključenih v študijo, pogosto nizko zaradi zagotavljanja homogenosti skupin [92]. Kljub 
številnim omejitvam predstavljajo analize metilacije DNA širom genoma odlično orodje 





2. NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
2.1. Namen dela 
Samomor je kompleksen fenomen; številne študije kažejo na epigenetske spremembe v 
možganih žrtev samomora. Z našim delom smo želeli s pomočjo sodobnih molekularno-
bioloških pristopov analizirati stopnjo metilacije genov pri slovenskih žrtvah samomora 
(moških , ki so umrli zaradi  obešanja), ki do sedaj še ni bila celostno preučena. 
 
2.2. Hipoteze 
Postavili smo sledeče hipoteze:  
 Med žrtvami samomora in kontrolno skupino bodo razlike v globalnem vzorcu 
metilacije v možganskem tkivu. 
 Med žrtvami samomora in kontrolno skupino bodo razlike v vzorcu metilacije 
različno metiliranih regij (DMR, angl. differentially methylated regions; 
promotorskih regij).  
 Vzorec metilacije, prisoten v nekaterih možganskih regijah, se odraža v 
perifernem tkivu (krvi), tako pri žrtvah samomora kot tudi pri kontrolnih osebah.  
 
Analizo je odobrila Komisija Republike Slovenijo za medicinsko etiko (številka 0120-








3. PREISKOVANCI, IZOLACIJE IN PRETVORBE 
NUKLEINSKIH KISLIN  
3.1. Opis preiskovancev 
V preiskavo je bilo skupaj vključenih 53 oseb; 25 žrtev samomora in 28 kontrolnih oseb. 
Vse preiskovane osebe so bile moškega spola. Žrtve samomora so umrle za posledicami 
obešanja, kontrolne osebe pa zaradi nenadne srčne smrti. Preiskovanci so bili prebivalci 
Slovenije. Poleg spola in vzroka smrti je bil vključitveni kriterij še zadostna ohranitev 
telesa po smrti. Kot dodatni izključitveni kriterij smo določili starost nad 65 let v izogib 
morebitni prisotnosti nevrodegenerativnih sprememb, povezanih s staranjem.  
Tekom obdukcije, ki je potekala na Inštitutu za sodno medicino Medicinske fakultete 
Univerze v Ljubljani, je bil s punkcijo odvzet vzorec krvi iz desne femoralne vene ter 
vzorci možganskega tkiva (hipokampus, BA9 in BA46, insula in amigdala). Možgansko 
tkivo in kri so bili po odvzemu hipno zamrznjeni v tekočem dušiku in nato shranjeni pri -
80 ºC do nadaljnje obdelave. 
Tekom obdukcije je bila opravljena histološka analiza jeter, s katero smo ovrgli sum na 
prisotnost sindroma odvisnosti od alkohola. Histološke rezine niso kazale morfoloških 
sprememb, ki bi jih lahko pripisali prekomerni rabi alkohola kot so alkoholni hepatitis, 
jetrna ciroza ali maščobna jetrna bolezen s prisotnostjo grobokapljičnih maščobnih vakuol 
v več kot 60 odstotkih. Dodatno so bili izločeni drugi vzročni dejavniki, ki bi lahko 
povzročili morfološke spremembe tkiva (debelost, diabetes ali srčno popuščanje). 
Prav tako je bila opravljena alkoholimetrična analiza in splošna toksikološka analiza, ki 
vključujeta informacije o vsebnosti etanola in drugih učinkovin v urinu in krvi 
preiskovancev. Iz registra Nacionalnega inštituta za javno zdravje smo za del žrtev 
samomora pridobili podatke o zdravilih anatomsko-terapevtsko-kemične (ATC) 
klasifikacije zdravil  N (zdravila s centralnim delovanjem), ki so jim bila predpisana ter 
hospitalizacijah v letih pred smrtjo. 
Preiskovanci znotraj obeh skupin so primerljivi glede na post mortem interval (PMI) in 
stopnjo ohranjenosti RNA (RIN; angl. RNA integrity number). Pri starosti preiskovancev 
se kažejo razlike, kjer je povprečna starost kontrolnih oseb zaradi vzroka smrti nekoliko 
višja kot starost žrtev samomora. Samomorilno so najbolj ogroženi starostniki in moški 
srednjih let, medtem ko se tveganje za nenadno srčno smrti praviloma z leti zvišuje. V 
kolikor bi vključili tudi žrtve samomora, starejše od 65 let, bi bila razlika v starosti med 
preiskovanima skupinama morebiti nižja. 
Podatki o preiskovancih so zbrani v preglednicah 1 in 2. Z vsemi izbranimi kriteriji smo 
želeli zagotoviti visoko stopnjo homogenosti znotraj preiskovanih skupin in zmanjšati 






Preglednica 1: Podatki o preiskovancih. 
Žrtve samomora so šifrirane z oznako S, kontrole osebe pa z oznako C. V preglednici je 
zabeležena starost osebe ob smrti (v letih), dolžina PMI (v urah), podatek o aktivnih receptih v 






Aktivni recepti Toksikologija 
S1 38 12 brez negativno 
S2 60 22,5 brez negativno 
S3 39 28 brez negativno 
S41 46 9,5 antipsihotiki 
pozitivno za antidepresive in 
antipsihotike 
S5 54 36,5 brez pozitivno za etanol 
S62 51 15 
hipnotiki in sedativi 
antipsihotiki 
pozitivno za etanol pozitivno za 
antidepresive in anksiolitike 
S73 59 15 
hipnotiki in sedativi 
antipsihotiki 
pozitivno za antidepresive 
S8 58 41,5 brez pozitivno za etanol 
S9 50 12 brez pozitivno za etanol 
S10 59 42 brez negativno 
S11 23 39 brez pozitivno za etanol in kokain 
S12 35 51,5 brez pozitivno za etanol 
S13 32 61 brez pozitivno za etanol 
S14 21 30 brez pozitivno za etanol 
S15 48 40 brez pozitivno za antidepresive 
S16 54 23 brez negativno 
S17 39 33 brez pozitivno za etanol 
S18 32 32,25 brez pozitivno za etanol 
S19 46 36 brez pozitivno za etanol 
S20 58 17 brez pozitivno za etanol 
S21 17 36 brez pozitivno za etanol 
S22 30 13 brez pozitivno za etanol 
S234 60 23 
antipsihotiki 
antidepresivi 
pozitivno za antidepresive in 
antipsihotike 
S24 29 34,5 brez 
pozitivno za etanol pozitivno za 
antipsihotike 




C1 51 15 - negativno 
C2 54 19 - negativno 
C3 47 12 - negativno 
C4 55 17 - negativno 
C5 60 48 - negativno 
C6 50 20 - pozitivno za etanol 
C7 45 37 - negativno 
C8 59 22 - negativno 
C9 57 28 - negativno 
C10 52 17 - negativno 
C11 47 58 - negativno 
C12 60 54 - negativno 
C13 59 24 - negativno 
C14 64 22 - - 
C15 59 34 - negativno 
C16 61 18 - negativno 
C17 50 15 - negativno 
C18 59 20 - negativno 
C19 53 25 - negativno 
C20 33 16 - negativno 
C21 60 13 - pozitivno za etanol 
C22 49 59 - 
pozitiven na antiepileptike in 
antipsihotike 
C23 60 106,3 - pozitivno za etanol 
C24 64 17 - negativno 
C25 63 32 - pozitivno za etanol 
C26 63 23 - pozitivno za etanol 
C27 57 19 - negativno 
C28 63 20 - pozitivno za etanol 
1Žrtev samomora S4 umrla na dan izpusta iz bolnišnice, diagnoza shizofrenija.  
2Žrtev samomora S6 diagnoza shizofrenija. 
3Žrtev samomora S7 umrla na dan izpusta iz bolnišnice, diagnoza velika depresivna motnja. 




Preglednica 2: Povprečna starost in povprečni PMI preiskovancev. 
V preglednici je zabeležena povprečna starost (v letih) in dolžina PMI (v urah) posamezne 
skupine preiskovancev. Kot statistično značilno p-vrednost smo določili p-vrednost nižje od 0,05. 
Skupina Starost(leta) p-vrednost PMI (h) p-vrednost 
Žrtve samomora 42,9 ± 13,4 
0,0001642 
28,7 ± 13,4 
0,9749 
Kontrolna skupina 55,5 ± 7,2 28,9 ± 19,8 
PMI - post mortem interval 
3.2. Upraševanje možganskega tkiva 
Za potrebe izolacij smo možgansko tkivo uprašili. Pri tem smo uporabili napravo iz 
kovinskega ogrodja in kovinski bat. Možgansko tkivo smo iz mikrocentrifugirk, 
shranjenih pri -80 ºC, prenesli v napravo za upraševanje s pomočjo pincete. Vse dele 
naprave smo tekom dela med upraševanji posameznih vzorcev hladili v tekočem dušiku. 
Tako smo poskušali zagotoviti čim nižjo temperaturo vzorca. Uprašeno tkivo smo 
porazdelili v tri ločene 2 mL-viale za potrebe izolacije DNA, izolacije RNA ter 
preostanka uprašenega tkiva.  
3.3. Izolacija DNA 
Za izolacijo DNA iz možganskega tkiva ter krvi smo uporabili komplet reagentov 
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Nizozemska). Postopek izolacije smo opravili po 
navodilih proizvajalca. Začetna količina je bila 0,025 g uprašenega možganskega tkiva 
oziroma 200 µL krvi. DNA smo s kolon eluirali v 200 µL ultra čiste vode, pri čemer smo 
pridobili koncentracije med 40 in 100 ng/µL za možgansko tkivo in nižje koncentracije, 
med 10 in 50 ng/µL za kri. Koncentracijo in čistost DNA smo določili z merjenjem 
razmerja absorbanc pri 230, 260 in 280 nm na napravi Synergy H4 (BioTek, ZDA). 
3.4.  Pretvorba DNA z natrijevim bisulfitom 
Pomembna kemijska reakcija, ki nam olajša preučevanje metilacije DNA, je pretvorba z 
natrijevim bisulfitom (prikazano na sliki 4). Pri postopku se nemetiliralni citozini 
pretvorijo v uracil, metilirani citozini pa ne vstopijo v reakcije pretvorbe [93]. Tako se 
ohrani vzorec metilacije, ki ostane viden tudi po morebitnem pomnoževanju DNA v 






Slika 4: Shematski prikaz poteka pretvorbe DNA z natrijevim bisulfitom pri nemetiliranih 
citozinih (zgoraj) in metiliranih citozinih (spodaj).  
DNA denaturiramo z natrijevim bisulfitom pri nizkem pH, kjer pri nemetiliranih citozinih poteče 
deaminacija. Na koncu se ob zvišanem pH tvori uracil. Pri metiliranih citozinih deaminacija 
poteka tako zelo počasi, da metilcitozini ostanejo nespremenjeni. 
Pretvorba DNA z natrijevim bisulfitom je zaradi strogih pogojev, kot so visoke 
temperature in sprembe pH, grob poseg v DNA; verigi se ločita, pogosto lomita in po 
pretvorbi DNA z natrijevim bisulfitom nista več komplementarni. Metilirani citozini se 
tekom PCR pomnožujejo v citozine; začetni uracil, ki nastane iz nemetiliranih citozinov 
po pretvorbi DNA z natrijevim bisulfitom pa se po drugem ciklu PCR pomnožuje v timin 
[95].  
Preglednica 3: Prikaz spreminjanja zaporedja DNA tekom pretvorbe DNA z natrijevim 
bisulfitom in pomnoževanja. 
Zaporedje pred pretvorbo: C T G C CmG G C T G C T C CmG 
Zaporedje po pretvorbi: U T G U CmG G U T G U T U CmG 
Zaporedje po drugem krogu PCR: T T G T  C  G G T T G T T T  C  G 
 
Izolirano DNA smo pretvorili z uporabo kompleta reagentov EpiTect Bisulfite Kit 
(Qiagen, Nizozemska) v 200 µL-mikrocentrifugirkah. Postopek pretvorbe smo opravili po 
navodilih proizvajalca. Vhodna količina DNA je bila 800 ng. Bisulfitno pretvorjeno DNA 
smo s kolon eluirali v 50 µL elucijskega pufra (10 mM Tris-Cl, pH 8,5) in tako pridobili 




3.5. Izolacija RNA 
RNA smo iz izolirali s pomočjo reagenta Trizol (Thermo Scientific, ZDA), ki temelji na 
metodi izolacije fenol-kloroform iz 0,035 g uprašenega možganskega tkiva oziroma 4 mL 
krvi. Postopek izolacije RNA iz možganskega tkiva in krvi se v začetnih stopnjah 
razlikuje, po dodatku regenta Trizol pa poteka enako. 
Kri: V 50 ml-centrifugirko dodamo 4 ml krvi in 12 ml pufra za lizo celic (Cell lysis 
buffer, Promega, ZDA). Inkubiramo 10 minut pri sobni temperaturi in občasno 
premešamo z obračanjem. Centrifugiramo pri 2.000 g 10 minut. Previdno odlijemo 
supernatant in nastali pelet resuspendiramo v 1 ml pufra za lizo celic. Vsebino 
cetrifugirke prepipetiramo v 2 ml-vialo. Po 5 minutah inkubacije pri sobni temperaturi 
centrifugiramo pri 2.000 g 5 minut. Ponovno odstranimo supernatant in pelet 
resuspendiramo v 1 ml PBS (angl. phosphate buffered saline; fosfatni pufer z NaCl). 
Centrifugiramo pri 3.000 g 5 minut ter odstranimo supernatant. V vialo dodamo 1200 µL 
reagenta Trizol in kratko premešamo na namiznem mešalu. 
Možgansko tkivo: V 2 mL-vialo, v kateri se nahaja alikvot uprašenega tkiva, dodamo 
1000 µL reagenta Trizol. Nemudoma premešamo tkivo in Trizol z uporabo 
homogenizatorja IKA T10 basic (IKA, Nemčija) 20 sekund.  
Sledeči koraki so enaki za izolacijo RNA iz možganskega tkiva in krvi. Po 5 minutah 
inkubacije pri sobni temperaturi dodamo 200 µL kloroforma ter temeljito premešano na 
namiznem mešalu 15 sekund. Po 3 minutah inkubacije pri sobni temperaturi vzorec 
prestavimo na led, kjer ga inkubiramo še 15 minut. Sledi centrifugiranje pri 13.000 g, 15 
minut, 4°C, zgornji 2/3 tako pridobljene vodne faze prenesemo v novo 1,5 mL-
mikrocentrifugirko. Dodamo 600 µL ledenega izopropanola in temeljito premešano na 
namiznem mešalu 15 sekund. Precipitiramo pri -20 °C, 4 ure in centrifugiramo pri 15.000 
g, 30 minut, 4°C. RNA se zbere na dnu mikrocentrifugirkle v obliki majhnega, belkastega 
peleta. Previdno odstranimo supernatant in izvedemo korake čiščenja peleta. Pri tem 
dodamo 1000 µL ledenega 75-odstotnega etanola in na namiznem mešalu mešamo, dokler 
se pelet ne odlepi od podlage. Nato upočasnimo hitrost mešanja in mešamo še 20 sekund. 
Centrifugiramo pri 13.000 g, 5 minut, 4°C in odstranimo supernatant. Tak korak čiščenja 
ponovimo 4-krat. Odstranimo supernatant in pelet sušimo 10 minut. Pelet raztopimo v 50 
µL (možgansko tkivo) ali 30 µL (kri) ultra čiste vode. Koncentracijo in čistost RNA smo 
določili z merjenjem razmerja absorbanc na napravi Synergy H4 (BioTek, ZDA), RIN pa 
z uporabo Agilent RNA čipa po navodilih proizvajalca na napravi Agilent 2100 
BioAnalyzer (Agilent, ZDA). Priporočene vrednosti razmerij absorbanc A260/280 naj bi 
bile pri čisti RNA okoli 2 (nižje vrednosti nakazujejo prisotnost proteinov ali 
kontaminacijo z ostanki Trizola). Priporočene vrednosti razmerij absorbanc A260/230 naj 
bi bile pri čisti RNA še nekoliko višje, približno 2,2 (nižje vrednosti ravno tako 




3.6. Prepis mRNA v cDNA 
Zaradi zagotavljanja višje stabilnosti nukleinskih kislin in enostavnejše metodologije dela 
smo izolirano RNA prepisali v komplementarno DNA zaporedje, cDNA.  
Molekule RNA so zaradi svoje hidroksilne skupine bolj nagnjene k hidrolizi in so tako 
manj stabilne. Zaradi delovanja encimov RNaz lahko hitro razpadejo, saj so ti vsespošno 
prisotni. Encimi so pri svojem delovanju zelo učinkoviti, saj jih je težko inaktivirati. 
Novonastala cDNA je tako bolj stabilna, saj lahko encime DNaze lažje inaktiviramo (med 
drugim termična inaktivacija ter uporaba kelatorjev, ki vežejo za delovanje DNaz nujno 
potrebne ionske kofaktorje). Tretji razlog pa je natančnejše pomnoževanje DNA. RNA 
polimeraze imajo namreč višjo frekvenco vstavljanja napačnih baz kot DNA polimeraze. 
Za posamezno pretvorbo smo uporabili 750 ng (kri) ali 2000 ng (možgansko tkivo) RNA 
v posamezni vdolbinici 200 µL-mikrocentrifugirke. Pretvorba poteka v dveh korakih; v 
prvem delu z DNazo I uničimo morebitno prisotne molekule DNA, ki bi se v vzorcu 
znašle bodisi zaradi neustreznega poteka izolacije RNA (endogeni izvor) ali pa bi v 
vzorec prišle iz okolja (eksogeni izvor).  
Pretvorbo RNA v cDNA smo za potrebe doktorskega dela opravljali dvakrat, z uporabo 
dveh različnih kompletov reagentov. V prvem koraku smo obakrat uporabili DNazo I 
(Roche, Švica). Za analizo izražanje genov, vključenih v analizo metilacije širom genoma 
smo prepis RNA v cDNA dokončali s kompletom reagentov Transcriptor (Roche Švica), 
za analizo izražanja genov, vključenih v analizo metilacije tarčnih zaporedij DNA v 
izbranih kandidatnih genih pa s kompletom reagentov Maxima (Thermo Scientific, ZDA). 
Za potrebe analize izražanja genov, vključenih v analizo metilacije širom genoma smo 
pretvorili 2000 ng RNA iz možganskega tkiva. Končna vsebina v posamezni 
mikrocentrifugirki je prikazana v preglednici 4, temperaturni pogoji pa v preglednici 5. 
Prvi korak pretvorbe smo izvedli na napravi GeneAmp PCR system 9700, drugi korak pa 
na napravi GeneAmp PCR system 2700 (obe Applied Biosystems, ZDA). Novonastalo 
cDNA smo 3-krat redčili z dodatkom 80 µL vode. 
 
Preglednica 4: Reakcijska zmes pretvorbe mRNA v cDNA za analizo širom genoma. 
 
Vsebina Volumen (µL) 
Tretiranje z DNazo I  
DNaza I (Roche, Švica) 0,2 
10-kratni DNaza pufer (Roche, Švica) 2,5 
RNA Volumen ki vsebuje 2000 ng RNA. 
Ultra čista voda Do celokupnega volumna 25 µL.  




Prepis z DNazo I tretirane RNA v cDNA  
5-kratni pufer Transcriptor  (Roche, Švica) 8 
20-kratni Transcriptor universal cDNA master (Roche, 
Švica) 
2 
Ultra čista voda 5 
Končni volumen 40  
 
Preglednica 5: Temperaturni pogoji pretvorbe mRNA v cDNA za analizo širom genoma. 
 
 Temperatura (°C) Čas 
Tretiranje z DNazo I   
Razgradnja DNA 30 10 min 
Inaktivacija 75 10 min 
   
Prepis z DNazo I tretirane RNA v cDNA 
Prileganje oligonukleotidov 25 5 min 
Reverzna transkripcija 55 10 min 
Inaktivacija 85 5 min 
 
Za potrebe analize izražanja genov, vključenih v analizo metilacije tarčnih zaporedij 
DNA v izbranih kandidatnih genih smo pretvorili 750 ng RNA iz krvi in 2000 ng RNA in 
možganskega tkiva. Končna vsebina v posamezni vdolbinici je prikazana v preglednici 6, 
temperaturni pogoji pa v preglednici 7. Prvi korak pretvorbe smo izvedli na napravi 
GeneAmp PCR system 9700, drugi korak pa na napravi GeneAmp PCR system 2700 (obe 
Applied Biosystems, ZDA). Novonastalo cDNA smo redčili z dodatkom vode do 





Preglednica 6: Reakcijska zmes pretvorbe mRNA v cDNA za analizo izražanja genov v 
izbranih kandidatnih genih. 
 
Vsebina  Volumen (µL) 
Tretiranje z DNazo I  
DNaza I (Roche, Švica) 0,2 
10-kratni DNaza pufer (Roche, Švica) 1,4 
RNA  
Volumen, ki vsebuje 750 ng 
oziroma 2000 ng RNA. 
Ultra čista voda  Do celokupnega volumna 14 µL  
Skupni volumen: 14  
Prepis z DNazo I tretirane RNA v cDNA  
Maxima enzyme mix (Thermo Scientific, ZDA) 2 
Maxima 5-kratni reaction mix pufer (Thermo Scientific, 
ZDA) 
4 
Končni volumen 20  
 
 
Preglednica 7: Temperaturni pogoji pretvorbe mRNA v cDNA za analizo izražanja genov 
v izbranih kandidatnih genih. 
 
 Temperatura (°C) Čas  
Tretiranje z DNazo I   
Razgradnja DNA 30 10 min 
Inaktivacija  75 10 min 
   
Prepis z DNazo I tretirane RNA v cDNA 
Prileganje oligonuklotidov 25 10 min 
Reverzna transkripcija 50 30 min 





4. ANALIZA METILACIJE ŠIROM GENOMA 
Z razvojem NGS, ki omogoča masovno vzporedno določanje zaporedja DNA, je 
sekvenciranje DNA postalo hitrejše in dostopnejše. Tako nam je omogočen lažji vpogled 
v globalni vzorec metilacije. Obstajajo različne metode analize metilacije širom genoma, 
vsaka izmed njih pa ima svoje prednosti in pomankljivosti. V grobem jih lahko delimo na 
metode z uporabo mikromrež (hibridizacija analiziranih vzorcev na vnaprej določene 
sonde na površini mikromreže) in metode osnovane na NGS (neposredno sekvenciranje 
ali predhodna obogatitev določenih zaporedij DNA z uporabo na metilacijo specifičnih 
protiteles ali vezavnih proteinov). Metode z uporabo mikromrež so relativno poceni, 
enostavne za uporabo in omogočajo lažjo primerjavo rezultatov različnih analiz med 
sabo. Glavna omejitev pa je, da dobimo vpogled le v vnaprej določene predele genoma. 
Metode, osnovane na NGS, zahtevajo kompleksnejšo predpripravo vzorca in zahtevnejšo 
analizo, vendar pa nam omogočajo celovitejši vpogled v stanje metilacije DNA širom 
genoma [96]. 
4.1. Materiali in metode 
4.1.1.  Opis preiskovancev 
V analizo je bilo vključenih 18 oseb, 9 žrtev samomora in 9 kontrolnih oseb. Vzorec 
metilacije smo preučili v dveh možganskih regijah, BA9 in hipokampus. Vseh 18 
preiskovancev je bilo vključenih v preiskavo metilacijskega vzorca BA9. Naključno 
izbranih 12 preiskovancev, 6 žrtev samomora in 6 kontrolnih oseb pa je bilo vključenih 
tudi v preiskavo metilacijskega vzorca hipokampusa. Podrobni podatki o preiskovancih so 
podani v preglednicah 8 in 9. 
Preglednica 8: Povprečna starost in PMI preiskovancev  
Žrtve samomora so šifrirane z oznako S, kontrole osebe pa z oznako C. V preglednici je 
zabeležena povprečna starost (v letih) in dolžina PMI (v urah) posamezne podskupine 
preiskovancev. Kot statistično značilno p-vrednost smo določili p-vrednosti nižje od 0,05. 
 
Skupina Starost (leta) p-vrednost PMI (h) p-vrednost 





BA9 C 53,11 ± 5,23 24,22 ± 22,6 





Hipokampus C 52,67 ± 4,27 17,5 ± 3,62 








Preglednica 9: Podatki o preiskovancih. 
Žrtve samomora so šifrirane z oznako S, kontrole osebe pa z oznako C. V preglednici je 
zabeležena starost osebe ob smrti (v letih), dolžina PMI (v urah), RIN; podatek o aktivnih receptih 






RIN Aktivni recepti Toksikologija 
S1_BA9 38 12 8,7 brez negativna 
S2_BA9 60 22,5 7,4 brez negativna 
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brez pozitivna za etanol 







C9_BA9 57 28 4,1 brez negativna 
1
Žrtev samomora S4 umrla na dan izpusta iz bolnišnice, diagnoza shizofrenija.  
2Žrtev samomora S6 diagnoza shizofrenija. 
3Žrtev samomora S7 umrla na dan izpusta iz bolnišnice, diagnoza velika depresivna motnja. 
 






4.1.2. Sekvenciranje z metodo RRBS 
Pri metodi RRBS (angl. reduced representation bisulfite sequencing) se izolirano 
genomsko DNA reže z encimom MspI, ki cepi na mestu C^CGG neodvisno od stanja 
metilacije. Sledi ligacija označevalnih zaporedij – indeksov in izbor velikosti. Zaporedja 
ustreznih velikosti so nato kvantificirana in združena skupaj. Po pretvorbi DNA z 
natrijevim bisulfitom se zaporedjem dodajo še zaporedja potrebna za sekvenciranje. Tako 
pripravljene knjižnice se očisti in sekvencira z branjem zaporedja 50 bp v eni smeri. 
Pripravo knjižnice in sekvenciranje je za nas izvedlo podjetje Diagenode (Belgija) [97].  
Za sekvenciranje so uporabili napravo HiSeq 3000 (Illumina, ZDA), ki deluje po principu 
»sekvenciranja s sintezo«. Sekvenciranje poteka na površini steklene pretočne celice. 
Enoverižna zaporedja DNA knjižnice, ki jo želimo sekvencirati, se s hibridizacijo vežejo 
na oligonukleotide, vezane na površino pretočne celice. DNA-polimeraza dopolni 
manjkajočo verigo v dvoverižno zaporedje DNA, nato pa se izvorna veriga odstrani. Na 
pretočni celici je nato vezana samo novonastala veriga DNA. Ta se klonalno pomnoži, 
denaturira v enoverižna zaporedja in tako pride do tvorbe gruč (klastrov). Protismerna 
zaporedja DNA se odstranijo s površine pretočne celice. Naslednji korak je sekvenciranje, 
ki poteka sočasno na vseh vezanih zaporedjih. Z vsakim ciklom sekvenciranja se na 
vezano zaporedje doda en sam komplementarni dNTP. Naprava HiSeq 3000 deluje po 
principu »4-barvne kemije«. Vsak od sekvenčnih dNTP-jev v mešanici je označen z 
določeno barvo (dNTA z rdečo, dNTG z modro, dNTT z zeleno in dNTC z rumeno). Po 
vsakem ciklu pomnoževanja naprava določi vstavljeno bazo z uporabo dveh laserjev in 
štirih filtrov, da lahko razloči vse štiri možne baze. Število ciklov pomnoževanja določi 
dolžino odčitka. Znotraj posamezne gruče so vsa zaporedja identična; tako v vsakem ciklu 
pomnoževanja celotna gruča sveti z isto barvo. Dodatek kratkih univerzalnih zaporedij, 
indeksov, omogoča hkratno sekvenciranje različnih vzorcev. Po končanem sekvenciranju 
lahko odčitke ločimo med sabo na podlagi indeksov. 
4.1.3. Bioinformatska in statistična analiza podatkov 
Tehnologija NGS je visokozmogljiva; s posamezno analizo pridobimo veliko količino 
podatkov, ki jo je potrebno pred statistično analizo bioinformatsko obdelati. Dobljene 
podatke smo analizirali z uporabo programskih orodij, prilagojenimi tudi za analizo z 
natrijevim bisulfitom pretvorjene DNA. Podatki neustrezne kvalitete vplivajo na 
uspešnost naleganja na referenčni genom in lahko vodijo v nepravilno določitev stanja 
metilacije. Bioinformatska analiza vključuje: 
 oceno kvalitete sekvenciranja z orodjem FastQC, 
 rezanje nizkokvalitetnih baz z orodjem Trim galore in 
 naleganje odčitkov na referenčni genom z orodjem Bismark. 
 





 logistično regresijo, s katero izračunamo razliko v odstotku metilacije za 
posamezen CpG med preiskovanima skupinama in 
 metodo korekcije SLIM, s katero znižamo verjetnost napake tipa I (lažno pozitivni 
rezultati) [98]. Metoda korekcije SLIM ustrezno spremeni p-vrednost v q-
vrednost. Zaradi velikega števila testov bi namreč del rezultatov lahko bil lažno 
statistično značilen že po naključju. 
4.1.3.1. Bioinformatska analiza 
FastQC je orodje, s katerim ocenimo uspešnost sekvenciranja preko kvalitete določitve 
baze z vrednostmi Phred Q ter drugimi podatki o analizi [99]. Vrednosti Phred Q so 
logaritemsko povezane z možnostjo napake; vrednost 30 tako pomeni, da je verjetnost 
nepravilnega določanja baze tekom sekvenciranja 1 na 1000 baz.  
Orodje Trim galore odstrani baze z nizko kvaliteto in morebitne kontaminacije 
sekvenčnih zaporedij, potrebnih za sekvenciranje. Odčitki so po končanem rezanju krajši, 
a kvalitetnejši [100].  
Odčitke nalegamo na referenčni genom hg19, zato moramo uporabiti orodja, ki 
omogočajo uporabo informacij, pridobljenih iz z natrijevim bisulfitom pretvorjene DNA. 
Orodje Bismark v referenčnem genomu in odčitkih z algoritmom bowtie2 pretvori vse C 
v T, poravna odčitke in na podlagi izvornih podatkov določi, kateri citozini so res 
metilirani. Podatke o frekvenci prebranih baz dobimo v obliki datoteke BAM (angl. 
binary alignment map) [101]. Datoteke BAM sortiramo in indeksiramo z orodji 
SAMtools [102]. 
V sivih poljih so zapisani ukazi, s katerimi smo v operacijskem sistemu Linux zagnali 
orodja. Za vsakega preiskovanca po koncu sekvenciranja pridobimo eno datoteko fastq. 
Najprej smo z orodjem FastQC preverili kvaliteto prebranih baz v posameznih odčitkih. 
fastqc  fastq_datoteka.fq  
Odstranili smo baze z nizko kvaliteto (vrednost Phred Q pod 20) in ostanke sekvenčnih 
zaporedij ter ponovno preverili kvaliteto prebranih baz. Ukaz –rrbs je prilagojen za 
metodo RRBS. 
trim_galore –rrbs –fastqc fastq_datoteka.fq 
Sledila je poravnava odčitkov z orodjem Bismark. 





Za nadaljnjo obdelavo podatkov je bilo potrebno datoteke BAM sortirati in indeksirati z 
orodji SAMtools. 
samtools sort –o ime_nove_sortirane_poravnane_datoteke.bam 
poravnana_datoteka.bam 




4.1.3.2. Statistična analiza  
Dokončno analizo datotek BAM smo izvedli v programskem okolju R z uporabo paketa 
methylKit, methylSig in annotatr [103, 104]. Paketa methylKit in methylSig s primerjavo 
odstotka metilacije DNA za posamezen citozin med preiskovanima skupinama 
identificirata diferenčno metilirane citozine (DMC), paket annotatr pa določi gensko 
regijo in gen znotraj katerega se le-ti nahajajo. 
Preiskovance smo razdelili v dve skupini in vsaki datoteki BAM pripisali kodirano ime. 
Žrtve samomora smo označili z »1«, kar pomeni da se pridobljeni odstotek razlik v 
metilaciji nanaša na njih. Osebe kontrolne skupine smo označili z »0«. Negativen 
odstotek tako pomeni, da je pri žrtvah samomora osnovna stopnja metilacije nižja kot pri 
kontrolni skupini in obratno. Datoteke BAM smo pretvorili v ustrezno tekstovno obliko in 
izračunali odstotek metilacije za posamezen CpG. V nadaljnjo analizo smo vključili le 
tiste CpG, za katere imamo podatek za vse preiskovance znotraj skupine. Kot statistično 
značilno DMC smo določili tiste citozine, ki so ustrezali pogojem, da so razlike v 
odstotku metilacije med preiskovanima skupinama žrtev samomora in kontrolnih oseb 
vsaj 25 % in q-vrednost nižja od 0,01. Na koncu smo statistično značilne DMC še 
anotirali in jim določili gensko regijo in gen, v katerem se nahajajo. V sivih poljih so 
zapisani ukazi, s katerimi smo v programskem okolju R zagnali orodja. 
FileList = list("indeksirane_sortirane_poravnane_datoteke.bam") 
SampleList = list("kodirano_ime_preiskovancev") 
TreatmentVector = c(žrtve_samomora=1,kontrolne_osebe=0) 
 
processBismarkAln(location = FileList, sample.id = SampleList, assembly 
= "hg19", read.context = "CpG", mincov = 10, minqual = 20, 
treatment=TreatmentVector) 
 
myobj = methRead(location = FileList, sample.id = SampleList, assembly = 
"hg19", context = "CpG", treatment = TreatmentVector, mincov = 10) 
 
united = unite(myobj) 
 
myDiff = calculateDiffMeth(united) 
 
myDiff25 = getMethylDiff(myDiff, difference = 25, qvalue = 0.01) 
 
myDiff25_anotirano_genske_regije = annotateWithGeneParts(as(myDiff25, 
"GRanges")) 
 
myDiff25_anotirano_CpG = annotateWithFeatureFlank(as(myDiff25, 
"GRanges"), cpg.obj$CpGi, cpg.obj$shores, feature.name = "CpGi", 
flank.name = "shores")  
 
myDiff25_anotirani_geni = annotate_regions(regions = = as(myDiff25, 





4.1.4. Genska ontologija 
Genska ontologija je strukturirana klasifikacija funkcij genov na molekularnem in 
celičnem nivoju. Omogoča nam, da genom lažje pripišemo biološki pomen. 
Posameznemu genu so pripisani izrazi (angl. terms), ki se delijo na tri ločene 
podontologije oziroma GO tipe:  
 biološki proces (podatek o širši celični oziroma fiziološki vlogi gena),  
 molekularna vloga (kakšna je molekularna aktivnost gena) in  
 celična komponenta (kje v celici gen opravlja svojo vlogo).  
S pomočjo teh podatkov lahko opravimo obogatitveno analizo [105].  
Analiza naših rezultatov je bila opravljena s prosto dostopnim spletnim orodjem GOrilla 
[106]. Obogatitev za posamezen GO izraz je količnik med frekvenco genov povezanih z 
izrazom v preučevanem setu genov (tarčni set ali zgornji del seznama genov) in frekvenco 
genov povezanih z izrazom v celotnem setu genov (ozadje ali vsi geni). V analizo genske 
ontologije smo vključili vse gene znotraj katerih so se nahajali statistično značilni DMC 
ter jih primerjali z vsemi opaženimi geni.  
 
4.2. Rezultati 
4.2.1. Analiza z orodji FastQC, Trim galore in Bismark 
V povprečju smo s sekvenciranjem dobili 46,5 milijona odčitkov za posamezen vzorec. 
Analiza z orodjem FastQC je pokazala visoko stopnjo kvalitete prebranih baz. Orodje 
Trim galore nima grafičnega vmesnika, zato smo učinek na kvaliteto odčitkov prikazali z 
orodjem FastQC. Slika 5 prikazuje kvaliteto prebranih odčitkov pred in po rezanju baz z 
orodjem Trim galore. V surovih podatkih smo zaznali prisotnost odčitkov univerzalnih 
sekvenčnih zaporedij Illumina, ki smo jih uspešno odstranili (slika 6). Na obeh slikah je 







Slika 5: Kvaliteta odčitkov pred in po analizi s Trim galore.  
Na x-osi je podan položaj baze znotraj odčitka, na y-osi pa vrednost Phred Q. Kvaliteta vsake od 
baz je podana z grafikonom kvartilov (rumeno telo prestavlja interkvartilni rang (25 % do 75 % 
vrednosti), spodnja in zgornja meja pa 10 % in 90 % vrednosti). Rdeča črta predstavlja mediano, 
modra krivulja pa povprečje. Barvno ozadje, znotraj katerega se nahajajo grafikoni kvartilov, 
podaja informacijo o kvaliteti (zelena dobra kvaliteta, oranžna srednja kvaliteta in rdeča slaba 
kvaliteta določitve baze). 
 
Slika 6: Vsebnost sekvenčnih zaporedij pred in po analizi s Trim galore. 
Na x-osi je podan položaj baze znotraj odčitka, na y-osi pa vrednost pa odstotek kontaminacije 
odčitkov s sekvenčnimi zaporedji. Na levi strani slike (pred analizo s Trim galore) lahko opazimo 
prisotnost univerzalnih sekvenčnih Illumina zaporedij (rdeča krivulja), ki smo jih uspešno 
odstranili in tako obdržali le odčitke DNA zaporedij preiskovancev.  
Po analizi naleganja dobljenih odčitkov na genom z orodjem Bismark smo za vsakega 
preiskovanca znotraj posamezne tkivne regije pridobili okoli 29,3 milijona odčitkov. 
Učinkovitost poravnave glede na število pridobljenih odčitkov je bila tako okoli 62,8 %, 





Preglednica 10: Osnovni podatki o številu odčitkov in poravnavi na referenčni genom. 
V preglednici so za posamezne skupine podane vrednosti o številu vseh odčitkov, o številu 
unikatno poravnanih odčitkov (poravnani na le eno mesto v referenčnem genomu), učinkovitost 
mapiranja (kolikšen odstotek vseh zaznanih odčitkov je bil uspešno poravnan na referenčni 












BA9 žrtve samomora 47.749.698 30.004.354 63,19 3.897.587 
BA9 kontrolna skupina 48.822.260 30.961.798 63,08 3.914.968 
Hipokampus žrtve samomora 43.464.416 27.623.918 63,20 3.837.573 
Hipokampus kontrolna skupina 44.330.615 27.216.836 61,40 3.998.504 
BA9 – Brodmannovo področje 9 
 
4.2.2. Analiza razlik v odstotku metilacije s programskim orodjem R 
4.2.2.1. Diferenčno metilirani citozini 
V statistično analizo smo vključili samo tiste CpG, ki so bili prisotni v odčitkih vseh 
preiskovancev za možgansko regijo BA9 ali hipokampus. Celokupno skupno končno 
število CpG je bilo dobrih 800.000 (BA9 846.499 in hipokampus 824.525). Meje 
statistične značilnosti so bile vsaj 25 % razlike v stopnji metilacije med žrtvami 
samomora in kontrolno skupino in q-vrednost enaka ali nižja od 0,01. 
Razporeditev vseh CpG preko celotnega genoma smo preverili z diagramom Manhattan 
(slika 7). CpG-ji so bili enakomerno razporejeni preko celotnega genoma in tako smo 
dobili informacije o stanju metilacije za vsak kromosom. 
 
Slika 7: Opaženi CpG pri vseh preiskovanci predstavljeni z diagramom Manhattan. 
Leva stran slika prikazuje BA9, desna stran pa hipokampus. Na x-osi se nahajajo kromosomi, na 
y-osi je podana p-vrednost primerjave stanja metilacije pri žrtvah samomora in kontrolno skupino. 





Statistično značilni DMC za obe preiskovani možganski regiji so prikazani na sliki 8. 
Predvsem v hipokampusu lahko opazimo, da se pri žrtvah samomora pogosteje pojavlja 
nižja stopnja metilacije kot pri kontrolni skupini. Prav tako pogosteje prisotno 
hipometilacijo pri žrtvah samomora prikazuje toplotni diagram statistično značilnih regij 
DNA, dolgih 1000 bp (slika 9). 
 
Slika 8: Diferenčno metilirani citozini v področju BA9 in hipokampusa predstavljeni z 
vulkanskim diagramom. 
Leva stran slika prikazuje BA9, desna stran pa hipokampus. Na x-osi se nahajajo odstotek razlike 
metilacije med preiskovanima skupinama, na y-osi je podana q-vrednost primerjave stanja 
metilacije med žrtvami samomora in kontrolno skupino. Vsaka točka diagrama predstavlja 
posamezen CpG. V rdeči barvi so statistično značilni diferenčno metilirani citozini. 
 
Slika 9: Razlike v metilaciji zaporedij DNA dolgih 1000 bp, predstavljene s toplotnim 
diagramom.  
Leva stran slike prikazuje BA9, desna stran pa hipokampus. Vsak stolpec prikazuje isto 1000 bp 
dolgo zaporedje DNA v vsakem od preiskovancev, ki je statistično značilno ob primerjavi 
metilacije med obema skupinama. Povprečna vrednost metilacije znotraj posameznega stolpca je 
označena z belo barvo, z modro in rdečo barvo pa so označene nižje in višje vrednosti metilacije 
(višja kot je standarda deviacija vrednosti metilacije od povprečne vrednosti metilacije, 
intenzivnejša je barva).  
Želeli smo preveriti, ali se stanje hipometilacije in hipermetilacije razlikuje med 
posameznimi kromosomi. Hipometilacija se pri žrtvah samomora kaže na ravni 





Slika 10: Odstotek statistično značilnih hipo- in hipermetiliranih DMC po kromosomih. 
Leva stran slika prikazuje BA9, desna stran pa hipokampus. Na x-osi je odstotek razlik v 
metilaciji med preiskovanima skupinama, na y-osi pa so kromosomi. Z rjavo barvo je označena 





V hipokampusus smo zaznali višje število statistično značilnih DMC kot v BA9. V BA9 
se je nahajalo 106 statistično značilnih DMC (63 hipometiliranih in 43 hipermetiliranih 
pri žrtvah samomora). Približno četrtina se jih je nahajalo v okolici CpG-otokov (19,63 % 
v CpG-otokih, 6,54 % v CpG-obalah). Glede na položaj znotraj gena se je 2,83 % 
statistično značilnih DMC nahajalo v promotorjih, 3,77 % v eksonih in 7,48 % v intronih. 
Preostali so se nahajali v intergenskih regijah. Preglednica 11 prikazuje gene, znotraj 
katerih so se nahajali statistično značilni DMC z najnižjimi q-vrednostmi. 
 
Preglednica 11: Statistično značilni DMC z najnižjo q-vrednostjo znotraj genov, podatki 
za možgansko regijo BA9. 
V preglednici so statistično značilni DMC z najnižjo q-vrednostjo po korekciji p-vrednosti z 
metodo korekcije SLIM. Zapisane so tudi pozicije v genomu in gen, genska regija, p-vrednost in 
razlika metilacije med obema skupinama.  
Pozicija 
(verzija hg19) 







chr19:49367672 PLEKHA4 intron 1,31×10-44 1.45×10-39 25,36 
chr13:114457779 LINC00552 
1-5 kb pred 
začetkom 
prepisovanja 
2,03×10-40 1,12×10-35 33,77 
chr1:2529360 MMEL1 intron 1,12×10-37 5,34×10-33 -31,69 
chr17:7915919 GUCY2D ekson 8,85×10-29 2,68×10-24 26,77 
chr19:21265424 ZNF714 otok 5,58×10-28 1,43×10-23 -28,46 
chr19:21265419 ZNF714 otok 6,53×10-27 1,45×10-22 -27,98 
chr16:58560323 CNOT1 intron 6,23×10-26 1,26×10-21 30,057 
chr19:21265422 ZNF714 otok 7,60×10-24 1,12×10-19 -26,56 
chr19:21265433 ZNF714 otok 1,40×10-23 1,91×10-19 -26,68 
chr2:3652593 COLEC11 
1-5 kb pred 
začetkom 
prepisovanja 






V hipokampusu se je nahajalo 2734 statistično značilnih DMC (2406 hipometiliranih in 
328 hipermetiliranih pri žrtvah samomora). Tudi tu se jih je približno četrtino nahajalo v 
okolici CpG-otokov (12,45 % v CpG-otokih, 14,55 % v CpG-obalah). Glede na položaj 
znotraj gena se je 4,11 % statistično značilnih DMC nahajalo v promotorjih, 4,30 % v 
eksonih in 20,16 % v intronih. Preostali so se nahajali v intergenskih regijah. Preglednica 
12 prikazuje gene, znotraj katerih so se nahajali statistično značilni DMC z najnižjimi q-
vrednostmi. 
Preglednica 12: Statistično značilni DMC z najnižjo q-vrednostjo znotraj genov, podatki 
za hipokampus. 
V preglednici so statistično značilni DMC z najnižjo q-vrednostjo po korekciji p-vrednosti z 
metodo korekcije SLIM. Zapisane so tudi pozicije v genomu in gen, genska regija, p-vrednost in 
razlika metilacije med obema skupinama.  
Pozicija 
(verzija hg19) 




chr4:57248943 AASDH promoter 4,75×10-84 1,47×10-78 -72,17 
chr18:37158767 MIR924HG intron 1,39×10-44 6,60×10-40 -41,70 
chr4:122269971 QRFPR intron 3,40×10-44 1,50×10-39 -32,80 
chr5:22752884 CDH12 intron 5,90×10-44 2,43×10-39 47,06 
chr10:1629484 ADARB2 intron 4,62×10-43 1,68×10-38 -40,82 
chr18:66602321 CCDC102B intron 9,14×10-36 2,09×10-31 30,04 
chr4:151008265 DCLK2 intron 9,08×10-36 2,09×10-31 35,10 
chr3:182850259 LAMP3 intron 3,88×10-35 8,56×10-31 -31,07 
chr19:49367672 PLEKHA4 intron 6,00×10-35 1,28×10-30 25,13 
chr20:61642355 BHLHE23 
1-5 kb pred 
začetkom 
prepisovanja 
4,46×10-33 8,61×10-29 -25,89 
 
4.2.3. Analiza genske ontologije 
 Z orodjem GOrilla smo opravili analizo genske ontologije v kateri smo primerjali gene, 
znotraj katerih so se pojavili statistično značilni DMC z vsemi geni, v katerih smo zaznali 
citozine (ne glede na stopnjo metilacije in q-vrednost). V preglednicah 13 in 14 so v 
angleškem jeziku podani uradni izrazi genske ontologije za obe možganski regiji. Analiza 





Preglednica 13: Rezultati genske ontologije za podatke, pridobljene iz BA9. 
 
Izraz GO Opis p-vrednost q-vrednost Obogatitev 
Komponenta     
GO:0005581 collagen trimer 3,89×10-5 7,5×10-2 44,14 
GO:0005615 extracellular space 3,08×10-4 2,96×10-1 5,80 
Vloga     
GO:0030020 
extracellular matrix structural 
constituent conferring tensile 
strength 
5,6×10-4 1×100 56,33 
Proces     
GO:0030201 
heparan sulfate proteoglycan 
metabolic process 
4,68×10-4 1×100 64,61 
 
 
Z analizo izrazov smo v podatkih, pridobljenih iz hipokampusa, identificirali številne 
izraze GO, ki so ohranili statistično značilnosti tudi po po korekciji p-vrednosti. Izrazi so 
bili povezani z receptorskim kompleksom semaforinov in njihovo aktivnostjo, celično 
membrano, vezavo ionov, sposobnostjo pritrjevanja celic, razvojem in uravnavanjem 
živčnega sistema (uravnavanje diferenciacije nevronov, nevrogeneza, organizacija 
sinaps). 
Preglednica 14: Rezultati genske ontologije za podatke, pridobljene iz hipokampusa. 
  
Izraz GO Opis p-vrednost q-vrednost Obogatitev 
Komponenta  
GO:0044459 plasma membrane part 1,63×10-13 3,14×10-10 1,75 
GO:0005887 integral component of plasma membrane 4,36×10-10 4,2×10-7 1,97 
GO:0031226 intrinsic component of plasma membrane 1,63×10-9 1,04×10-6 1,90 
GO:0002116 semaphorin receptor complex 1,37×10-6 6,61×10-4 13,93 
GO:0044425 membrane part 2,12×10-6 8,2×10-4 1,27 
GO:0005886 plasma membrane 1,28×10-5 4,11×10-3 1,33 
GO:0016021 integral component of membrane 2,64×10-5 7,28×10-3 1,30 
GO:0120038 
plasma membrane bounded cell 
projection part 
3,25×10-5 7,84×10-3 1,58 
GO:0044463 cell projection part 3,25×10-5 6,97×10-3 1,58 





GO:0005509 calcium ion binding 8,47×10-18 3,78×10-14 3,08 
GO:0046872 metal ion binding 1,35×10-6 3,01×10-3 1,35 
GO:0017154 semaphorin receptor activity 1,37×10-6 2,04×10-3 13,93 
GO:0043169 cation binding 1,98×10-6 2,2×10-3 1,34 
GO:0005088 
Ras guanyl-nucleotide exchange factor 
activity 
2,5×10-6 2,23×10-3 2,78 
GO:0005085 
guanyl-nucleotide exchange factor 
activity 
4,87×10-6 3,62×10-3 2,47 
GO:0098772 molecular function regulator 5,58×10-6 3,56×10-3 1,58 
GO:0005096 GTPase activator activity 9,05×10-6 5,05×10-3 2,65 
GO:0008047 enzyme activator activity 1,91×10-5 9,48×10-3 2,09 
Proces  
GO:0007156 
homophilic cell adhesion via plasma 
membrane adhesion molecules 
1,51×10-28 2,29×10-24 7,73 
GO:0098742 
cell-cell adhesion via plasma-membrane 
adhesion molecules 
1,29×10-25 9,8×10-22 5,95 
GO:0022610 biological adhesion 1,31×10-22 6,61×10-19 3,05 
GO:0098609 cell-cell adhesion 2,27×10-22 8,58×10-19 3,99 
GO:0007155 cell adhesion 1,07×10-21 3,23×10-18 3,01 
GO:0032502 developmental process 1×10-12 2,53×10-9 1,48 
GO:0043087 regulation of GTPase activity 1,01×10-10 2,19×10-7 2,88 
GO:0048856 anatomical structure development 1,37×10-9 2,59×10-6 1,53 
GO:0010975 
regulation of neuron projection 
development 
1,91×10-9 3,21×10-6 2,63 
GO:0120035 
regulation of plasma membrane bounded 
cell projection organization 






4.3.  Analiza izražanja genov z največ DMC pridobljenih z RRBS 
Spremenjeni vzorci metilacije DNA lahko vplivajo na izražanje genov. Želeli smo 
preveriti, ali se izbrani geni izražajo drugače pri žrtvah samomora kot pri kontrolni 
skupini v dveh možganskih regijah, BA9 in hipokampusu. 
4.3.1.  Materiali in metode 
4.3.1.1. Opis preiskovancev 
V analizo izražanja genov smo vključili isti nabor 18-ih oziroma 12-ih preiskovancev kot 
v analizo metilacije preko celotnega genoma. Opis preiskovancev glej poglavje 4.1.1. 
Opis preiskovancev. V preglednici 15 so podatki o povprečni stopnji RIN. 
Spektrofotometrično določeno razmerje absorbanc (A260/230 in A260/280) je ustrezalo 
priporočenim vrednostim za ustrezno čistočo izolirane RNA. 
Preglednica 15: stopnja ohranjenosti RNA v BA9 in hipokampusu. 
 
 RIN vzorcev BA9 RIN vzorcev hipokampus 
Žrtve samomora 6,5 ± 2,2 6,5 ± 0,6 
Kontrolna skupina 6,3 ± 1,1 6,3 ± 1,5 
RIN - stopnja ohranjenosti RNA, BA9 – Brodmannovo področje 9 
 
4.3.1.2. Izbor genov 
Izražanje genov smo preverili v genih (podani v preglednici 16), ki smo jih izbrali na 
podlagi sledečih kriterijev: 
 Vsaj 5 % razlike med obema preučevanima skupinama za posamezen statistično 
značilen DMC; 
 Statistično značilni DMC so se nahajali znotraj promotorjev, CpG-otokov ali prvih 
eksonov;  
 Več statistično značilnih DMC znotraj območja.  
Oligonukleotidne začetnike smo izbrali s pomočjo spletnega iskalnika Applied 
Biosystems TaqMan Gene Expression assay (dostopno na 
https://www.thermofisher.com/si/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-






















BECN1 beklin 1 chr17 hipokampus, BA9 
- 
(referenčni gen) 
DCTN2 dinaktinska podenota 2 chr12 hipokampus, BA9 
- 
(referenčni gen) 
     
ZNF664 cinkov prst 664 chr12 hipokampus, BA9 hipermetilirano 
GNAS lokus kompleksa GNAS chr20 hipokampus BA9 hipometilirano 
HOOK2 kavljasti mikrotubul-privezovalni protein 2 chr19 hipokampus BA9 hipometilirano 
KNDC1 kinazni nekatalitični C-reženj vsebujoča domena 1 chr10 hipokampus mešano 
DGKZ diacilglicerol kinaza zeta  chr11 hipokampus hipometilirano 
NBEA nevrobecin chr13 hipokampus hipometilirano 
MICAL3 z mikrotubuli povezana monooksigenaza, kalponin in LIM vsebujoča domena 3 chr22 hipokampus hipometilirano 
PDXDC1 od piridoksala odvisna dekarboksilazo vsebujoča domena 1 chr16 BA9 hipometilirano 
ZNF714 cinkov prst 714 chr19 BA9 hipometilirano 
NRIP3 z jedrnim receptorjem interagirajoči protein 3 chr11 BA9 mešano 




4.3.1.3. Pretvorba mRNA v cDNA  
Pretvorba je potekala po postopku, opisanem v poglavju 3.6. Pretvorba mRNA v cDNA. 
4.3.1.4. Validacija oligonukleotidnih začetnikov TaqMan 
Pred izvedbo poskusov določanja izražanja genov v vzorcih, je potrebno oligonukleotidne 
začetnike validirati, in s tem preveriti, ali delujejo enako učinkovito neodvisno od začetne 
količine tarčnega zaporedja.  
S temperaturnimi pogoji, podani v preglednici 5, smo pretvorili tudi mešanico RNA obeh 
regij možganskega tkiva. Tako pridobljeno cDNA smo uporabili za validacijo 
oligonuklotidnih začetnikov TaqMan. Del reakcije reverzne transkripcije je vseboval vse 
reagente razen reverzne transkriptaze (RT-). Del RNA je tako ostal nepretvorjen in smo 
ga tekom validacije uporabili kot negativno kontrolo, s katero preverjamo, da 
oligonukleotidni začetniki ne nalegajo na RNA. Reakcijske zmesi so podane v preglednici 
17. Novonastalo cDNA smo redčili 3-krat, 6-krat, 12-krat in 960-krat ter jo do uporabe 
hranili na -20 °C. 
Preglednica 17: Reakcijska zmes pretvorbe mRNA v cDNA za potrebe validacije 
oligonukleotidnih začetnikov. 
 
Vsebina Volumen (µL) 
Tretiranje z DNazo I  
DNaza I (Roche, Švica) 1 
10-kratni DNaza pufer (Roche, Švica) 5 
Mešanica RNA Volumen ki vsebuje 5000 ng RNA. 
Voda Do celokupnega volumna 50 µL.  
Skupni volumen: 50  
Prepis z DNazo I tretirane RNA v cDNA 
 RT+ RT- 
Z DNazo tretirana RNA 40 10 
20-kratni Transcriptor universal cDNA master  (Roche, 
Švica) 
5 0 
5-kratni pufer Transcriptor (Roche, Švica) 20 20 
voda 35 70 
Končni volumen 100 µL  100 µL  




4.3.1.5. Analiza izražanja genov s qPCR  
Metoda qPCR (kvantitativni PCR oziroma PCR v realnem času) je metoda, izpeljana iz 
klasične PCR. Pri qPCR lahko s pomočjo merjenja fluorescence spremljamo količino 
nastalega produkta v realnem času. Glede na mehanizem nastanka fluorescence obstaja 
več različic. Mi smo uporabili tehnologijo TaqMan (Applied biosystems, ZDA). TaqMan 
assay reagent vsebuje kombinacijo smernega in protismernega oligonukleotidnega 
začetnika ter sondo, ki se specifično veže na zaporedje znotraj pričakovanega pomnožka. 
Sonda ima na 5'-koncu vezano fluorescentno barvilo, na 3'-koncu pa dušilec. Tekom 
qPCR sonda hibridizira z ustreznim komplementarnim zaporedjem. Ob pomnoževanju 
polimeraza s svojo eksonukleazno aktivnostjo prične razgrajevati sondo. Sonda razpade, 
zato dušilec in barvilo nista več v neposredni bližini, kar opazimo kot porast fluorescence. 
Glede na meritev fluorescence in število ciklov lahko določimo število tarčnih molekul 
cDNA pred pričetkom omnoževanja. qPCR smo izvedli v skladu s smernicami MIQE, z 
upoštevanjem katerih stremimo k ponovljivosti in zanesljivosti rezultatov [107]. 
Vse reakcije pomnoževanja (validacija oligonukleotidnih začetnikov in realni vzorci) smo 
izvedli v triplikatu, pri čemer je bil volumen posamezne reakcije 5 µL. Za delo smo 
uporabili mikrotitrske plošče s 384 vdolbinicami. Uporabili smo reagent TaqMan Fast 
advanced master mix, ki vsebuje DNA-polimerazo, uracil-N glikozilazo (UNG), dNTP-je 
(vključbo z dUTP), barvilo ROX kot pasivno referenco in pufer. V vsaki vdolbinici 
triplikata je bilo 2,5 µL 2-kratnega TaqMan Fast advanced master mixa, 1,5 µL ultra čiste 
vode, 0,25 µL TaqMan Assay mešanice za posamezen gen in 0,75 µL cDNA. 
Oligonukleotidne začetnike smo validirali s štirimi serijskimi redčitvami (cDNA redčena 
3-krat, 6-krat, 12-krat in 960-krat). R2 vrednost standardne krivulje je bila za vsak par 
oligonuklotidnih začetnikov in sonde nad vrednostjo 0,90. 
Končna koncentracija cDNA vzorcev, ki smo jo uporabili, je bila 25 ng/µL. Vzorcem smo 
na vsako ploščo dodali še vzorec, v katerem je bila namesto cDNA voda (NTC, angl. no 
template control;  kontrolni vzorec, ki ne vsebuje matrice za pomnoževanje). Tako smo se 
prepričali, da ni prišlo do kontaminacij z DNA ali cDNA. qPCR smo izvedli na napravi 
Viia7 (Applied Biosystems, ZDA) pod pogoji, podanimi v preglednici 18.  
Preglednica 18: Temperaturni pogoji qPCR. 
 
 Temperatura (°C) Čas   
Inkubacija 50   2 min  
Aktivacija polimeraze 96  2 min  
Pomnoževanje 
96  1 s  
45 ciklov 




4.3.1.6. Statistična analiza podatkov 
Podatke o izražanju kandidatnih genov smo normalizirali s pomočjo izračuna 
geometrijske sredine po protokolu, opisanem v Vandesompele et al. (2002) [108]. Metoda 
geometrijske sredine za izhodno vrednost uporabi količino nastalega produkta, ki jo 
izračunamo iz pražnega cikla (Ct; cikel pomnoževanja, pri katerem preidemo v 
eksponentno fazo fluorescence) in učinkovitosti delovanja oligonukleotidnih začetnikov. 
V kolikor je bilo odstopanje variance med triplikati višje kot 17 %, vzorca nismo 
upoštevali v nadaljnji analizi. Za normalizacijo izražanja smo uporabili dva referenčna 
gena, in sicer beklin 1 (BECN1, angl. beclin 1) in dinaktinsko podenoto 2 (DCTN2, angl. 
dynactin subunit 2). Izražanje obeh genov je bilo predhodno preučeno na možganskem 
tkivu, kjer je bila pokazana stabilnost njunega izražanja (objava v pripravi).  
Za nadaljnjo analizo normaliziranih podatkov smo uporabili okolje R in RStudio (verzija 
3.4.4.). Želeli smo primerjati izražanje mRNA med dvema neodvisnima skupinama žrtev 
samomora in kontrolne skupine, za kar smo uporabili Mann-Whitney U test. Za 
neparametrično obliko testa smo se odločili na podlagi nizkega števila preiskovancev in 
zaradi tega ne moremo predpostavljati normalne porazdeljenosti podatkov. Za statistično 
značilne smo določili p-vrednosti nižje od 0,05. 
4.3.2.  Rezultati 
V področju BA9 smo opazili razlike v izražanju genov med žrtvami samomora in 
kontrolno skupino za dva od sedmih preučevanih genov (slika 11). Izražanje je bilo pri 
žrtvah samomora zvišano za gen ZNF714 (angl. zinc finger 714) in NRIP3 (angl. nuclear 
receptor interacting protein 3). 
V področju hipokampusa nismo opazili razlik v izražanju genov med žrtvami samomora 






Slika 11: Relativno izražanje genov pri žrtvah samomora in kontrolih osebah v BA9.  
Na x-osi so zapisani preučeni geni, na y-osi pa relativno izražanje gena. Z zvezdico sta označena 
gena s statistično značilno različno ravnjo izražanja (NRIP3 p-vrednost = 0,046; ZNF714 p-
vrednost = 0,002). 
 
Slika 12: Relativno izražanje genov pri žrtvah samomora in kontrolih osebah v 
hipokampusu. 






Z analizo metilacije DNA širom genoma smo preučili vzorec metilacije v dveh 
možganskih regijah, BA9 in hipokampus. Z rezultati NGS smo pokazali, da obstajajo 
razlike v statusu metilacije žrtev samomorov v primerjavi s kontrolno skupino. Za analizo 
smo uporabili metodo RRBS, s katero za razliko od bisulfitnega sekvenciranja celotnega 
genoma sekvenciramo le regije, bogate s CpG zaporedji. Tako ne dobimo popolnega 
vpogleda v stanje genoma, vendar pa je metoda vseeno informativna in cenovno 
dostopnejša. Ker DNA tekom priprave knjižnice cepimo z encimom MspI, ki prepozna 
CpG mesta, ima vsak sekvenciran odčitek informacijo o vsaj enem CpG na začetku 
odčitka in enem CpG na koncu odčitka. CpG zaporedja niso enakomerno porazdeljena v 
genomu, ampak se pogosto pojavljajo zgoščeno. Tako imajo odčitki povečini informacijo 
o več kot dveh CpG in z metodo zajamemo večji del s CpG-ji bogatih regij. 
V vsaki od preučevanih skupinah smo v povprečju zaznali več kot 800.000 CpG, ki se 
skupno nahajajo v vseh kromosomih. Kljub nižjemu odstotku učinkovitosti naleganja smo 
identificirali več statistično značilnih DMC tako v BA9 kot v hipokampusu. Nizka 
učinkovitost naleganja odčitkov na referenčni genom je omejitev sekvenciranja DNA, 
pretvorjene z natrijevim bisulfitom. Po pretvorbi se zmanjša variabilnost baz in tako lahko 
predvsem krajši odčitki DNA nespecifično nalegajo na več mest v genomu [109]. 
Odstotek učinkovitosti naleganja z orodjem Bismark je okoli 60-odstotna, z višanjem 
dolžine odčitka pa se lahko izboljša [110]. 
V literaturi ni jasno določenega podatka o odstotku razlike v metilaciji, nad katerim se 
kažejo biološki učinki. Zaradi velike količine pridobljenih podatkov smo za statistično 
značilnost postavili visoko mejo razlike v stopnji metilacije – vsaj 25 %. Pod temi pogoji 
smo v BA9 identificirali 106 statistično značilnih DMC-jev, ki so pripadali osemnajstim 
genom in v področju hipokampusa 2734 statistično značilnih DMC-jev, ki so pripadali 
691 genom. V obeh regijah so bili ti DMC-ji pogosteje znižano metilirani pri žrtvah 
samomora v primerjavi s kontrolno skupino. Med statistično značilnimi DMC, ki so se 
nahajali znotraj genov, se DMC z najnižjo q-vrednostjo za BA9 nahajata znotraj območja 
introna gena plekstrin homologne domene, ki vsebuje A4 (PLEKHA4, angl. pleckstrin 
homology domain-containing family A member 4), znotraj hipokampusa pa v 
promotorski regiji aminoadipat-semialdehid dehidrogenaze (AASDH, angl. aminoadipate-
semialdehyde dehydrogenase). Po podatkih v literaturi identificirana gena do sedaj še 
nista povezana s samomorilnim vedenjem. V BA9 se med statistično značilnimi DMC z 
najnižjo q-vrednostjo kar štirikrat pojavi gen za cinkov prst 714 (ZNF714). V literaturi 
nismo našli veliko podatkov o ZNF714. Izjema je študija, kjer so pri preučevanju 
morbidno predebelih oseb opazili znižano metilacijo pri na inzulin rezistentnih osebah 
[111]. Debelost in inzulinska rezistenca sta že povezani z zvišanim vnetnim odzivom 
[112], prav tako pa obstajajo tudi dokazi, ki kažejo na vlogo vnetnih odzivov pri tveganju 
za samomorilno vedenje [113]. 
Tudi v drugih študijah samomorilnega vedenja so našli številna CpG-zaporedja za katere 
so ugotovili razlike v stopnji metilacije. Zaradi različnih metod, uporabljenih za analizo, 




razlike v stopnji metilacije, posejane preko mnogih genov in regulatornih intergenskih 
regij, skupaj z gensko zanovo in vplivom okolja vplivajo na samomorilno vedenje [84, 
86, 87, 89, 114].  
Analizo genske ontologije smo izvedli za obe možganski regiji, pri čemer smo iskali 
izraze GO, obogatene v naboru genov s statistično značilnimi DMC. Izrazi GO so bili v 
BA9 visoko obogateni za strukturno integriteto zunajceličnega prostora, vendar so s 
korekcijo p-vrednosti izgubili statistično značilnost. 
V hipokampusu je po korekciji p-vrednosti ostalo več izrazov GO. Razdelimo jih lahko 
na izraze, povezane s plazemsko membrano in njeno integriteto, komplekse 
semaforinskih receptorjev in njihovo delovanje, vezavo ionov, celično adhezijo ter razvoj 
in uravnavanje živčnega sistema (na primer uravnavanje diferenciacije nevronov in 
nevrogenezo ter organizacijo sinaps). Po stopnji obogatitve izstopajo predvem 
semaforinski receptorji in njihovo delovanje. Semaforini so skupina proteinov, ki so bili 
odkriti kot molekule, ki sodelujejo v procesu vodenja nevronov. Semaforini delujejo kot 
inhibitorji s kratkim dosegom in ob vezavi na receptorje negativno vplivajo na uspešnost 
pritrjevanja celic in citoskelet [115, 116]. Danes so poznane še druge njihove vloge, ki 
vključujejo uravnavanje mobilnosti številnih drugih tipov celic kot so celice imunskega 
sistema in celice vpletene v endokrino signalizacijo [117]. Spremembe v stopnji 
metilacije semaforinskih receptorjev v hipokampusu bi tako lahko vplivale na samo 
plastičnost možganov, ki je eden pomembnih dejavnikov duševnih motenj. Pri osebah z 
depresijo in tudi pri osebah s poskusom samomora so opazili zmanjšan volumen 
hipokampusa [3, 118]. Naši podatki tako podpirajo vlogo plastičnosti živčnega sistema in 
imunskega odziva pri samomorilnem vedenju [113, 119]. 
 
Da bi preučili stopnjo izražanja genov smo izolirano RNA pretvorili v cDNA in z metodo 
PCR v realnem času določali izražanje genov. Podatke smo nato normalizirali glede na 
izražanje dveh referenčnih genov. Statistično značilno so se geni izražali le v BA9. Na 
podlagi rezultata analize metilacije preko genoma smo lahko napovedali, kakšno naj bi 
bilo stanje izražanje gena. ZNF714 je bil pri žrtvah hipometiliran, zato se zvišano 
izražanje sklada s pričakovanji. NRIP3 je žrtvah samomora kazal mešan vzorec 
metilacije, kar smo zaznali kot zvišano izražanje gena.  
Do sedaj še nobeden od spremenjeno izraženih genov ni bil preučevan v povezavi s 
samomorilnim vedenjem. Splošno je o obeh genih znanega zelo malo. Izrazi genske 
ontologije NRIP3 povezujejo s proteolizo, vezavo na proteine in endopeptidazno 
aktivnostjo. ZNF714 pa z vezavo DNA in uravnavanjem prepisovanja. STRING 
proteinska baza ju med drugim povezuje z dvema partnerjema, ki sodelujeta v osrednjem 
živčnem sistemu [120]. 
Protein ZNF714 je povezan: 
 S proteinom s tripartitnim motivom 28 (TRIM28, angl. tripartite motif containing 




 S proteinom poddružine B 2 gama protokadherin (PCDHGB2, angl. protocadherin 
gamma subfamily B 2): udeležen v vzpostavitiv in vzdrževanju specifičnih 
nevronskih povezav.   
 
 
Protein NRIP3 pa je povezan:  
 Z nevronskim nevrotrofnim dejavnikom (NDNF, angl. Neuron derived 
neurotrophic factor): protein vzpodbuja pritrjevanje celic in migracijo ter rast 
nevronov. 
 S kontaktinom povezan protein 4 (CNTNAP4, angl. Contactin associated protein-
like 4): presinaptični protein, udeležen v dopaminergičnem in GABAergičnem 
sistemu 
 
V ostalih preučevanih genih ni bilo razlik v izražanju med obema skupinama, kljub 
temu da smo v predhodni analizi ugotovili statistično značilne razlike v metilaciji. Z 
metodo smo pridobili vpogled v kratke odseke DNA, ki pa ne pokrivajo gena ali 
njegovih regulatornih področij v celoti. Čeprav metilacija lahko vpliva na izražanje, 
so v mehanizme udeleženi še številni drugi procesi. Na izražanje tako vplivajo še 
druge mehanizmi epigenetskega uravnavanja in genetska variabilnost, prav tako pa je 
vzorec preiskovancev nizek. Kljub temu smo delno potrdili povezavo med 





5. ANALIZA METILACIJE TARČNIH ZAPOREDIJ DNA V 
IZBRANIH KANDIDATNIH GENIH 
V drugem delu doktorske disertacije smo se osredotočili na metilacijo DNA specifičnih 
tarčnih zporedij izbranih kandidatnih genov. Prav tako smo želeli preveriti, če lahko 
opazimo povezavo med vzorcem metilacije v možganskemu tkivu in krvi. V ta namen 
smo izbrali kandidatne gene in preučili njihov vzorec metilacije v izbranih tarčnih 
zaporedjih DNA na večjem številu preiskovancev v več tkivnih regijah. Štiri kandidatne 
gene (cinkov prst 714 (ZNF714), z jedrnim receptorjem interagirajoči protein 3 (NRIP3), 
podenota epsilon-2 glutamatnega receptorja (GRIN2B, angl. glutamate ionotropic receptor 
NMDA type subunit 2B) in z vretenom in kinetohorjem povezani protein 2 (SKA2)) smo 
izbrali na podlagi rezultatov globalnega vzorca metilacije, šest kandidatnih genov 
(triptofan-hidroksilaza 2 (TPH2), serotoninski receptor 1A (HTR1A), monoamin-oksidaza 
A (MAOA), podenota alfa-1 receptorja za γ-aminobutanojsko kislino (GABRA1), 
serotoninski prenašalec (SLC6A4) in glukokortikoidni receptor (NR3C1)) pa na podlagi 
pregleda literature. 
Analiza gena za SLC6A4 je bila deloma narejena v sklopu magistrskega dela Natalije 
Pucihar (v pripravi). Podatke o metilaciji DNA SLC6A4 smo vključili tudi v našo analizo, 
saj je eden izmed pomembnih kandidatnih genov samomorilnega vedenja. 
5.1. Materiali in metode 
5.1.1.  Opis preiskovancev 
V analizo je bilo vključenih vseh 53 oseb iz poglavja 3.1 Opis preiskovancev. Pri vseh 
preiskovancih smo sekvencirali izbrana tarčna zaporedja DNA v štirih možganskih 
regijah (hipokampus, BA46, amigdala in insula) ter krvi. 
5.1.2. Priprava knjižnice  
Priprava knjižnice je potekala v več korakih, z dvema krogoma pomnoževanja. Z 
zaporedju specifičnimi oligoniklotidnimi začetniki smo v prvem krogu pomnoževanja 
določili tarčno zaporedje pomnožkov. Očiščenim pomnožkom prvega kroga 
pomnoževanja smo v drugem krogu pomnoževanja na 5'- in 3'-konca dodali zaporedja, 
potrebna za nadaljnje sekvenciranje. 
5.1.2.1. Načrtovanje zaporedju specifičnih oligonukleotidnih začetnikov 
V genomskem brskalniku UCSC, verzija hg19 smo poiskali DNA izbranih genov. Kot 
tarčna zaporedja smo določili CpG-otoke v bližini začetka prepisovanja gena. V kolikor 
gen ni imel CpG-otokov, smo izbrali dele v bližini začetka prepisovanja gena z možno 




Zaporedju specifične oligonukleotidne začetnike smo pripravili s programom Methyl 
Primer Express, ki omogoča oblikovanje oligonukleotidnih začetnikov, primernih za z 
natrijevim bisulfitom pretvorjeno DNA (v1.0, dostopno na 
http://resource.thermofisher.com/page/WE28396_2/). Program sprejme zporedje 
genomske DNA in ga pretvori v zaporedje pretvorjene DNA z natrijevim bisulfitom. 
Oligonukleotidne začetnike smo zato pripravili tako, da niso vsebovali zaporedij CpG in 
polimorfizmov posameznih nuklotidov (SNP), ter so pomnoževali odsek dolžine 250 bp 
do 300 bp. Pretvorba DNA z natrijevim bisulfitom zniža variabilnost zaporedja DNA, saj 
se po PCR nemetilirani citozini pretvorijo v timine. S spletnim orodjem BiSearch (v2.63, 
dostopno na http://bisearch.enzim.hu/) smo preverili, da se izbrani oligonukleotidni 
začetniki specifično vežejo le na eno mesto v genomu DNA, pretvorjene z natrijevim 
bisulfitom in da vsak par tako tvori le en ustrezen pomnožek [121, 122]. 
Oligonukleotidnim začetnikom smo na 5'-konec dodali še univerzalna zaporedja. 
Univerzalna zaporedja so določena s strani proizvajalca oligonukleotidnih začetnikov, ki 
se uporabijo v drugem krogu pomnoževanja (sekvenčni oligonukleotidni začetniki). 
Potrebna so za učinkovito nadaljnje pomnoževanje in sekvenciranje. Pomnožek se zaradi 
dodatka 33 oziroma 34 bp dolgega univerzalnega zaporedja na 3'-koncu zaporedju 
specifičnih oligonukleotidnih začetnikov podaljša. Končna zaporedja oligonukleotidnih 
začetnikov so tako sledeča:  
 5'-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-smerni 
oligonuklotidni začetnik-3'  
 5'-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-protismerni 
oligonuklotidni začetnik 
Zaporedja olugonukleotidnih začetnikov so podana v preglednici 19, dodatne informacije 









Preglednica 19: Zaporedja parov oligonuklotidnih začetnikov za pomnoževanje tarčnih zaporedij. 
V odebeljenem tisku so sekvenčno specifična zaporedja, ki nalegajo na tarčno zaporedje DNA, pred njimi pa se nahajajo univerzalna zaporedja za učinkovito 
nadaljnje pomnoževanje in sekvenciranje.  







NRIP3_2_F  TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGATTTGAAGTTGGAGAAATT 
NRIP3_2_R  GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGATACCCTAACAACCCC 
TPH2_1_F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGGTTTGTAATTTGATTGTGGT 
TPH2_1_R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCAATATTTACTAAAAAACATCATCA 
HTR1A_1_F  TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTTTTAGATATTTTTGGGATTGGAGAT 
HTR1A_1_R  GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCAAAAACCCAAACAAAAAATTCTTAC 
HTR1A_2_F  TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGGTTTATTGGTTTTTTTATTTTTAT 
HTR1A_2_R  GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTCCATTCACACTCTTCTTAAAC 
MAOA_1_F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGATAGTTTTTAGTTAAAATTAAAGAATGAA 
MAOA_1_R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTACCCACTCTTAAAAACCAACC 

































Pozicija (genom hg19) in dolžina tarčnega 
zaporedja pomnožka bp* 
Število 
vsebovanih CpG 
ZNF714_1 chr19:21265139-21265404, 265 15 
ZNF714_2 chr19:21265379-21265628, 250 9 
NRIP3_1 chr11:9026074-9026359 (-), 286 27 
NRIP3_2 chr11:9025844-9026093 (-), 250 28 
TPH2_1 chr12:72332514-72332805, 292 9 
HTR1A_1 chr5:63257662-63257938, (-) 277 15 
HTR1A_2 chr5:63256777-63257065, (-) 289 20 
MAOA_1 chrX:43513981-43514236, 256 18 
MAOA_2 chrX:43515510-43515787, 278 13 
SLC6A4_1 chr17:28562753-28563050 (-),298 29 
SLC6A4_2 chr17:28563277-28563552 (-),276 7 
GABRA1_1 chr5:161274508-161274789, 282 9 
GABRA1_2 chr5:161275263-161275500, 237 14 
NR3C1_1 chr5:142784543-142784834  (-), 292 17 
NR3C1_2 chr5:142784224-142784485 (-), 262 12 
GRIN2B_1 chr12:14134654-14134920 (-), 267 16 
SKA2_1 chr17:57232482-57232773 (-), 292 17 
SKA2_2 chr17:57232236-57232490 (-), 255 15 
*brez dodanega univerzalnega zaporedja na 5'- in 3'-koncu 
S spletnim orodjem IDT oligo analyzer smo preverili ustreznost končnih 
oligonukleotidnih začetnikov z in brez dodanega zaporedja za sekvenciranje (dostopno na 
https://eu.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). Pri tem smo preverili ustreznost talilne 
temperature, možnost tvorbe lasnic, homodimerov in heterodimerov. 
5.1.2.2. Tarčna zaporedja pomnožkov v izbranih kandidatnih genih 
V tem delu bodo prikazana zaporedja pomnožkov pred in po pretvorbi z natrijevim 
bisulfitom. V obeh zaporedjih so z rožnato in modro označeni deli zaporedja, na katerega 
nalegata smerni in protismerni zaporedju specifični oligonukleotidni začetnik. Shematski 




Znotraj genomskega zaporedja pomnožka so z rdečo označeni SNP, s sivo pa citozini v 
CpG-zaporedju. Območja CpG-otokov, eksonov in mesta vezave transkripcijskih 
dejavnikov so podčrtana. Z rumeno barvo je označeno mesto začetka prepisovanja, 
Znotraj zaporedja pomnožka po pretvorbi DNA z natrijevim bisulfitom rdeče obarvani Y 
označujejo potencialno metilirana mesta (citozini v genomskem zaporedju, po pretvorbi 
DNA z natrijevim bisulfitom se na tem mestu v primeru, da citozini niso bili metilirani  
nahajajo uracili, v primeru metilacije pa se citozini ne spremenijo). 
 ZNF714  
Pomnožek ZNF714_1: 265 bp, chr19:21265140-21265404 













Pomnožek ZNF714_2: 250 bp, chr19:21265379-21265628  













Slika 13: Shematski prikaz pomnožkov ZNF714 v genomu.  







Pomnožek NRIP3_1: 286 bp, chr11:9026074-9026359 (obratni komplement) 













Pomnožek NRIP3_2: 250 bp, chr11:9025844-9026093 (obratni komplement) 














Slika 14: Shematski prikaz pomnožkov NRIP3 v genomu.  







Pomnožek TPH2_1: 292 bp, chr12:72332514-72332805 















Slika 15: Shematski prikaz pomnožka TPH2 v genomu.  
V modri barvi gen, zeleni barvi začetek kodirajoče sekvence, v črni barvi pomnožek (vir 
genomski brskalnik UCSC hg19). 
 HTR1A 
Pomnožek HTR1A_1: 277 bp, chr5:63257662-63257939 (obratni komplement) 













Pomnožek HTR1A_2: 289 bp, chr5:63256777-63257066 (obratni komplement) 


















Slika 16: Shematski prikaz pomnožkov HTR1A v genomu.  
V modri barvi gen, zeleni barvi CpG-otok, v črni barvi pomnožka 1 in 2 (vir genomski brskalnik 
UCSC hg19). 
 MAOA 
Pomnožek MAOA_1: 256 bp, chrX:43513981-43514236 













Pomnožek MAOA_2: 278 bp, chrX:43515510-43515787  




















Slika 17: Shematski prikaz pomnožkov MAOA v genomu. 
V modri barvi gen, zeleni barvi CpG-otok, v črni barvi pomnožka 1 in 2 (vir genomski brskalnik 
UCSC hg19). 
 SLC6A4 
Pomnožek SLC6A4_1: 298 bp, chr17:28562753-28563050 (obratni komplement) 














Pomnožek SLC6A4_2: 276 bp, chr17:28563277-28563552 (obratni komplement) 















Slika 18: Shematski prikaz pomnožkov SLC6A4 v genomu.  






Pomnožek GABRA1_1: 282 bp, chr5:161274508-161274789 













Pomnožek GABRA1_2: 237 bp, chr5:161275263-161275500  













Slika 19: Shematski prikaz pomnožkov GABRA1 v genomu.  
V modri barvi gen, zeleni barvi CpG-otok, v črni barvi pomnožka 1 in 2 (vir genomski brskalnik 
UCSC hg19).  
 NR3C1 
Pomnožek NR3C1_1: 292 bp, chr5:142784543-142784834  (obratni komplement) 
















Pomnožek NR3C1_2: 262 bp, chr5:142784224-142784485 (obratni komplement) 















Slika 20: Shematski prikaz pomnožkov NR3C1 v genomu.  
V modri barvi gen, zeleni barvi CpG-otok, v črni barvi pomnožka 1 in 2 (vir genomski brskalnik 
UCSC hg19). 
 GRIN2B 
Pomnožek GRIN2B_1: 267 bp, chr12:14134654-14134920 (obratni komplement) 

















Slika 21: Shematski prikaz pomnožka GRIN2B v genomu.  
V modri barvi gen, zeleni barvi CpG-otok, v črni barvi pomnožek (vir genomski brskalnik UCSC 
hg19) 
 SKA2 
Pomnožek SKA2_1: 292 bp, chr17:57232482-57232773 (obratni komplement) 













Pomnožek SKA2_2: 255 bp, chr17:57232236-57232490 (obratni komplement)  















Slika 22: Shematski prikaz pomnožkov SKA2 v genomu.  






5.1.2.3. Optimizacija pogojev PCR 
Vsakemu paru oligonukleotidnih začetnikov smo prilagodili temperaturo prileganja in 
število ciklov pomnoževanja. Pri tem smo uporabili mešanico KAPA HiFi HotStart 
Uracil+ ReadyMix (Roche, ZDA), ki vsebuje visokonatančno DNA-polimerazo, pufer za 
optimalno delovanje in 0,2 mM dNTP-je. DNA-polimeraza v mešanici je prilagojena za 
delo z DNA, pretvorjeno z natrijevim bisulfitom, ki vsebuje veliko uracilov in deluje 
neodvisno od deleža GC v tarčnem zaporedju. Reakcija je potekala v končnem volumnu 
25 µL (sestava reacije v preglednici 21) na napravi PCR Mastercycler (Eppendorf, 
Nemčija), ki omogoča temperaturni gradient preko vrstice z 12-imi različnimi 
temperaturami. Temperaturni pogojih so opisanih v preglednici 22. 
Preglednica 21: Sestava posamezne PCR. 
 
Reagent  Volumen (µL) 
KAPA HiFi HotStart Uracil+ ReadyMix 12,5 
Smerni oligonukleotidni začetnik, 1 µM 5 
Protismerni oligonukleotidni začetnik, 1 uM 5 
DNA, pretvorjena z natrijevim bisulfitom; 
20 ng 
1,25 
Ultra čista voda 1,25 
Končni volumen 25 
 
Preglednica 22: Temperaturni pogoji PCR. 
 
 Temperatura (°C) Čas 
 
Začetna denaturacija/aktivacija 95 5 min 
Ddenaturacija 98 30 s  
           
           35-krat 
Prileganje X 15 s 
Podaljševanje 72 15 s 
Končno podaljševanje 72 1 min  
Inkubacija 4 ∞  
 
X = vrednosti temperaturnega gradienta: 49,9-50,5-50,9-52,1-53,7-55,3-56,7-58,3-59,9-61,1-61,8-
62,2 °C. 
Pomnožke smo si ločeno za vsak par oligonukleotidnih začetnikov ogledali na 2-
odstotnem agaroznem gelu, ki je potekal pri 120 V 30 minut. Na podlagi nastalih 
produktov smo določili najprimernejšo temperaturo prileganja (primer slika 23, kjer smo 





Slika 23: Optimizacija temperaturnih pogojev oligonkleotidnih začetnikov za gen SKA2. 
V zadnjem žepku gela se nahaja lestvica fragmentov DNA od 1000 bp do 100 bp, od žepka 1 do 
žepka 12 pa si sledijo produkti PCR s temperaturnim gradientom od nižje proti višji temperaturi. 
Z višanjem temperature prileganja se zaostrujejo pogoji reakcije; tako dobimo manj produkta, a 
tudi manj nespecifičnih pomnožkov dolžine okoli 100 bp (vidne v žepkih 1 in 2). 
5.1.2.4. Prvi krog pomnoževanja PCR 
S prvim krogom pomnoževanja PCR smo pomnožili izbrana tarčna zaporedja in jim na 5'- 
konec dodali univerzalna zaporedja (slika 24). Sestava posamezne reakcije in 
temperaturni pogoji z izjemo temperature prileganja so enaki kot pri optimizaciji pogojev. 
Temperatura prileganja in število ciklov pomnoževanja je za vsak par oligonukleotidnih 
začetnikov podana v preglednici 23. Pomnožke smo si ogledali na 2-odstotnem 
agaroznem gelu, ki je potekal pri 120 V 30 minut. 
 
 
Slika 24: Shematski prikaz prvega kroga pomnoževanja. 
Slika prikazuje pomnožek po prvem krogu pomnoževanja. Prirejeno po brošuri proizvajalca 






Preglednica 23: Pogoji prvega kroga PCR tarčnih zaporedij. 
 
Pomnožek Temperatura prileganja (°C) Število ciklov pomnoževanja 
ZNF714_1 54 30 
ZNF714_2 54 35 
NRIP3_1 54 38 
NRIP3_2 54 38 
TPH2_1 52 35 
HTR1A_1 55 37 
HTR1A_2 50 39 
MAOA_1 50 38 
MAOA_2 59 35 
SLC6A4_1 54 38 
SLAC6A4_2 52 38 
GABRA1_1 54 35 
GABRA1_2 54 35 
NR3C1_1 57 35 
NR3C1_2 50 35 
GRIN2B_1 50 38 
SKA2_1 54 41 
SKA2_2 51 35 
5.1.2.5. Čiščenje produktov PCR  
Poleg pomnoževanja tarčnih zaporedij DNA je tekom PCR prišlo tudi do tvorbe krajših, 
nespecifičnih produktov. Te smo odstranili z uporabo SPRI (angl. solid-phase reversible 
immobilization; obratna imobilizacija s trdno fazo) paramagnetnih kroglic, ki lahko 
odstranijo tudi ostanke dNTP-jev, oligonukleotidnih začetnikov in njihove dimere, soli ter 
druge ostanke po PCR. Paramagnetne kroglice so zgrajene iz polistirenskega jedra, 
obdanega z magnetitom in karboksilnimi molekulami, na katere se lahko veže DNA ob 
prisotnosti polietilenglikola (PEG) in soli. Zaradi PEG se negativno nabita DNA veže na 
karboksilne skupine na površini kroglice. Imobilizacija je tako odvisna od koncentracije 
PEG in soli, zato so volumetrična razmerja komponent zelo pomembna. Mehanizem 
čiščenja fragmentov DNA je prikazan na sliki 25. Vzorcu DNA, ki ga želimo očistiti, 




skupine na površini kroglic. Dolžina fragmentov, ki se veže na kroglice, je odvisna od 
volumetričnega razmerja. Ob prisotnosti magnetne plošče se kroglice z vezano DNA 
zberejo ob površini magneta, nevezana DNA in ostale komponente pa se zberejo v 
supernatantu. Tega odstranimo in kroglice očistimo z 80-odstotnim etanolom, da 
odstranimo morebitne preostanke nevezanih komponent. Z uporabo elucijskega pufra 
vezano DNA sprostimo s kroglic in supernatant prenesemo v čisto ploščo. 
 
Slika 25: Mehanizem čiščenja fragmentov DNA z uporabo AMPure XP paramagnetnih 
kroglic.. 
Prirejeno po brošuri proizvajalca (Beckman Coulter, ZDA). 
 Določanje razmerja med volumnom vzorca in kroglicami: 
Za čiščenje produktov PCR smo uporabili plošče za zaobljenim dnom (u-dno). Pred 
čiščenjem produktov PCR smo optimizirali razmerje med volumnom paramagnetnih 
kroglic in volumnom, v katerem se nahajajo zaporedja fragmenti DNA. V ploščo smo v 
ločene vdolbinice odpipetirali ustrezen volumen 10-krat redčene lestvice fragmentov 
DNA (koncentracija 10 ng/µL, velikosti med 1000 bp in 100 bp, (Thermo Fisher, ZDA)). 
Dodali smo ustrezne volumne dobro resuspendiranih AMPure XP paramagnetnih kroglic 
(Beckman Coulter, ZDA) in temeljito premešali s pipetiranjem. Tako smo dosegli 
razmerja med volumnom lestvice fragmentov DNA in  paramagnetnih kroglic od 1:1 do 
1:0,5; končni volumni v preglednici 24.  
Preglednica 24: Volumni reagentov za optimizacijo čiščenja DNA fragmentov z uporabo 
AMPure XP paramagnetnih kroglic. 
 
A Volumen lestvice fragmentov DNA 
(µL) 




20 20 1:1 
20 18 1:0,9 
20 16 1:0,8 
20 14 1:0,7 
20 12 1:0,6 




Ploščo smo pustili na magnetnem stojalu od 5 do 10 minut, da je izhapel še preostanek 
etanola. Ko so bile magnetne kroglice zadosti suhe, smo v vdolbinice dodali 20 µL 
elucijskega pufra (10 nM Tris-HCl, pH 8,5; Qiagen, Nemčija). Ploščo smo odstranili z 
magnetnega stojala in temeljito resuspendirali magnetne kroglice. Po 2 minutah 
inkubacije smo ploščo ponovno postavili na magnetno stojalo za 2 minuti. Elucijski pufer 
s fragmenti DNA smo odpipetirali v novo ploščo in do nadaljnje uporabe hranili pri -20 
ºC.  
Očiščene lestvice fragmentov DNA smo si ogledali z uporabo 2-odstotnega agaroznega 
gela, ki je potekal pri 120 V 30 minut (slika 26). 
 
Slika 26: Optimizacija čiščenja fragmentov DNA z uporabo AMPure XP paramagnetnih 
kroglic. 
V žepku 1 se nahaja neočiščena lestvica fragmentov DNA, v žepkih 2 do 7 pa si sledijo očiščene 
lestvice fragmentov DNA s padajočim razmerjem med volumnom lestvice fragmentov DNA in 
paramagnetnimi kroglicami. Ob nižanju razmerja opazimo, da se s čiščenjem pričnejo 
odstranjevati fragmenti DNA krajših dolžin.  
 Čiščenje tarčnih pomnožkov: 
Na podlagi rezultatov smo za čiščenje naših tarčnih pomnožkov uporabili razmerje 1:0,8. 
Tako smo v ploščo odpipetirali 20 µL pomnožkov in 16 µL magnetnih kroglic. Postopek 
čiščenja smo nadaljevali kot opisano zgoraj. Pred začetkom čiščenja smo preiskovancem 
odvzeli del vzorca in ga za posamezen pomnožek zbrali v mirkocentrifugirko. Prav tako 
smo odvzeli del vzorca po končanem čiščenju. Tako pripravljene združene vzorce za 
posamezen pomnožek smo si ogledali z uporabo 2-odstotnega agaroznega gela, ki je 
potekal pri 120 V 30 minut. V žepku 1 se nahaja lestvica fragmentov DNA od 1000 bp do 
100 bp, v žepkih 2 do 15 (sliki 27 in 28) oziroma žepkih 2 do 9 (slika 29) pa parno sledijo 




Čiščenje uspešno odstrani ostanke oligonukleotidnih začetnikov in nespecifične 
pomnožke krajših dolžin. 
 
Slika 27: Prikaz pomnožkov prvega kroga pomnoževanja genov ZNF714, TPH2, HTR1A 
in NRIP3 pred in po čiščenju. 
 
Slika 28: Prikaz pomnožkov prvega kroga pomnoževanja genov MAOA, GABRA1, 
NR3C1 in GRIN2B pred in po čiščenju. 
 
 





5.1.2.6. Merjenje koncentracije z barvilom PicoGreen 
Pomnožkom smo izmerili koncentracijo s kompletom reagentov Quant-iT PicoGreen 
dsDNA po navodilih proizvajalca (Thermo Scientific, ZDA). Fluorescentno barvilo 
Quant-iT PicoGreen dsDNA se specifično veže v dvoverižno DNA in tako natančno 
določi količino pomnožkov neodvisno od prisotnosti drugih ostankov PCR.  
Z lambda DNA standardom smo pripravili serijske redčitve z znano koncentracijo (100 
do 1,5 ng/µL). Meritve smo opravili na napravi Synergy H4 (BioTek, ZDA) v črnih 
ploščam za 96 vzorcev (Greiner, Avstrija). Vsaka vdolbinica je vsebovala 50 µL 
standarda ustrezne koncentracije ali 100-krat redčenega pomnožka in 50 µL barvila 
Quant-iT PicoGreen dsDNA. S pomočjo linearne umeritvene krivulje smo izračunali 
koncentracijo pomnožka v vdolbinci in z upoštevanjem 200-kratne redčitve izračunali 
končno koncentracijo pomnožka. 
Pomnožki so različnih dolžin, zato smo iz koncentracije izračunali molarnost pomnožka s 









)  × 𝑑𝑜𝑙ž𝑖𝑛𝑎 𝑝𝑜𝑚𝑛𝑜ž𝑘𝑎 (𝑏𝑝)
 
Pomnožke posameznega preiskovanca za posamezno tkivno regijo smo nato ekvimolarno 
združili in tako pridobili 12 nM knjižnico, ki je vsebovala enakomerno zastopanost vseh 
18 pomnožkov posameznega preiskovanca in je bila posebej pripravljena za vsako tkivno 
regijo. Tako smo pridobili 265 ekvimolarnih knjižnic (53 preiskovancev in 5 tkivnih 
regij). 
5.1.2.7. Drugi krog pomnoževanja PCR 
V drugem krogu smo za pomnoževanje ekvimolarnih knjižnic uporabili komercialno 
dostopne oligonukleotidne začetnike Illumina Nextera XT v2 index set A in set D 
(Illumina, ZDA). Vsak set vsebuje 12 unikatnih smernih adaptorjev in 8 unikatnih 
protismernih adaptorjev (slika 30). Z njimi lahko tako unikatno označimo in sočasno 
sekvenciramo do 384 vzorcev.  
 
 




Slika prikazuje pomnožek po drugem krogu pomnoževanja. Komercialno dostopni 
oligonukleotidni začetniki Illumina Nextera XT v2 vsebujejo P7 ali P5 zaporedje (potrebno za 
vezavo pomnožka na pretočno celico ob sekvenciranju), identifikacijski indeks 1 in 2 (omogoča 
ločevanje posameznih knjižnic po drugem krogu pomnoževanja) in zaporedje, ki nalega na 
pomnožke prvega kroga pomnoževanja. Po drugem krogu pomnoževanja se dolžina pomnožka 
podaljša za dodatnih 98 bp. Prirejeno po brošuri proizvajalca (Illumina, ZDA). 
Reakcijo smo izvedli v volumnu 50 µL, sestava posamezne reakcije in temperaturni 
pogoji so podani v preglednicah 25 in 26. Pomnožke drugega kroga pomnoževanja smo si 
ogledali z uporabo 2-odstotnega agaroznega gela, ki je potekala pri 120 V 30 minut. 
Preglednica 25: Sestava posamezne PCR drugega kroga pomnoževanja. 
 
Reagent Volumen (µL) 
KAPA HiFi HotStart Uracil+ ReadyMix 25  
Smerni Illumina Nextera XT v2 oligonukleotidni začetniki 5   
Protismerni Illumina Nextera XT v2 oligonukleotidni začetniki 5  
Ultra čista voda 13  
Ekvimolarno združena knjižnica (približno 4 ng) 2  
Končni volumen 50   
 
Preglednica 26: Temperaturni pogoji PCR drugega kroga pomnoževanja. 
 
 Temperatura (°C) Čas 
 Začetna denaturacija/aktivacija 98 45 s 
Denaturacija 98 15 s      
     10-krat 
Prileganje 55 30 s 
Podaljševanje 72 30 s 
Končno podaljševanje 72 1 min  
Inkubacija 4 ∞  
 
Končne pomnožke drugega kroga dolžine od 402 bp do 457 bp smo ponovno očistili s 
paramagnetnimi kroglicami (opisano v poglavju 5.2.1.5. Čiščenje produktov PCR). Slika 
31 prikazuje pomnožke preiskovanca S20, prikazanih z uporabo 2-odstotnega agaroznega 
gela, ki je potekal pri 120 V 30 minut. V žepku se nahaja lestvica fragmentov DNA od 
1000 bp do 100 bp, v žepkih 2 do 11 pa si parno sledijo pomnožki drugega kroga 




Pomnožkom drugega kroga smo izmerili koncentracijo in jih ponovno ekvimolarno 
združili v eno samo, končno 40 nM knjižnico. 
 
 
Slika 31: Prikaz pomnožkov drugega kroga pomnoževanja pred in po čiščenju. 
 
5.1.3. Sekvenciranje z napravo MiniSeq Illumina 
5.1.3.1. Priprava in nanos knjižnice 
Končno 40 nM knjižnico smo pred sekvenciranje ustrezno pripravili s kompletom 
reagentov MiniSeq Mid Output Kit (300 cycles), ki vsebuje kartušo za obojestransko 
sekvenciranje 2-krat 150 bp, pretočno celico in potrebne reagente (Illumina, ZDA). 
Zaradi načina priprave knjižnice ima ta nizko diverziteto. Po priporočilu proizvajalca smo 
zato znižali molarnost knjižnice in zvišali količino dodane notranje kontrole PhiX 
(Illumina, ZDA) pred nanosom v kartušo. PhiX se uporablja tudi za vnos diverzitete, ki je 
potrebna za razločevanje gruč med sabo. 
40 nM knjižnico smo z dodatkom resuspenzijskega pufra redčili do molarnosti 1 nM. 5 
µL 1 nM knjižnice smo denaturirali z istim volumnom 0,1 M NaOH. NaOH smo 
nevtralizirali s 5 µL 200 mM Tris-HCl. Po dodatku 985 µL hibridizacijskega pufra smo 
pridobili 1 ml 5 pM knjižnice, ki smo jo dalje redčili do molarnosti 1,3 pM. Podobno smo 
denaturirali in redčili PhiX do končne molarnosti 1,3 pM. V kartušo  smo tako nanesli 
500 µL knjižnice s končno molarnostjo 1,3 pM in 30-odstotno vsebnostjo PhiX.   
5.1.3.2. MiniSeq Illumina  
Knjižnico smo sekvencirali na napravi MiniSeq (Illumina, ZDA). Za razliko od naprave 
HiSeq3000 (uporabljena za sekvenciranje v poglavju 4. Analiza metilacije DNA širom 
genoma) deluje po principu »2-barvne kemije«. Za označevanje sekvenčnih dNTP-jev 




dNTT kot zeleni signal, dNTC kot rdeč signal, dNTA kot kombinacijo signala obeh 
barvil, G pa niso označeni in jih naprava zazna kot odsotnost signala. 
Za sekvenciranje smo uporabili komplet reagentov, ki omogoča obojestransko 
sekvenciranje (angl. paired-end sequencing). Zaporedje vsakega pomnožka drugega kroga 
pomnoževanja je tako prebrano 150 bp s smerne in 150 bp s protismerne strani. 
Sekvenciranje, kot opisano v poglavju 4.1.2. Sekvenciranje z metodo RRBS, poteka 
sočasno za vsak pomnožek, vezan na pretočno celico. Sekvenciranje tako poteka v 
zaporedju 150 ciklov za smerni  odčitek 1 – 8 ciklov za odčitek indeksa 1 – 8 ciklov za 
odčitek indeksa 2 – 150 ciklov za protismerni odčitek 2 (slika 32).  
 
Slika 32: Prikaz poteka obojestranskega sekvenciranja. 
Tekom generiranja gruč se na zaporedje DNA vežejo sekvenčni oligonukleotidni začetniki, 
potrebni za odčitek 1. Produkt smernega odčitka 1 se odstrani, na isto zaporedje DNA pa se 
vežejo sekvenčni oligonukleotidni začetniki potrebni za odčitek indeksa 1. Produkt odčitka 
indeksa 1 se odstrani, zaporedje DNA pa služi kot matrica za pomnožitev protismerne verige. 
Izvorno zaporedje DNA se odstrani in na pretočni celici ostane vezana le protismerna veriga. Po 
enakem sistemu sledita odčitka indeksa 2 in protismerni odčitek 2. ONZ – oligonukleotidni 
začetnik. 
5.1.4. Bioinformatska in statistična analiza podatkov 
Bioinformatska in statistična analiza podatkov je bila narejena z orodji, opisanimi v 
poglavju 4.1.3. Bioinformatska in statistična analiza podatkov. Pri analizi podatkov smo 
morali dodatno upoštevati dejstvo, da je bila uporabljena metoda obojestranskega 
sekvenciranja. Za vsakega preiskovanca tako po koncu sekvenciranja pridobimo dve 
datoteki fastq – prva vsebuje podatke o smernih odčitkih 1, druga pa podatke o 
protismernih odčitkih 2. Najprej smo z orodjem FastQC preverili kvaliteto prebranih baz 
v posameznih odčitkih. V sivih poljih so zapisani ukazi, s katerimi smo v operacijskem 
sistemu Linux ali programskem okolju R zagnali orodja. 




Nato smo z orodjem Trim galore odstranili baze z nizko kvaliteto (vrednost Phred Q pod 
20) in ostanke sekvenčnih zaporedij in ponovno preverili kvaliteto prebranih baz. 
trim_galore –paired –fastqc fastq_datoteka_smernega_sekvenciranja.fq 
fastq_datoteka_protismernega_sekvenciranja.fq 
Sledila je poravnava odčitkov z orodjem Bismark na referenčni genom hg19 in 
ekstrakcija podatkov o frekvenci prebranih baz v obliki datoteke BAM.  
bismark --bowtie2 <pot_do_referenčnega_genoma_hg19>  
-1 rezana_fastq_datoteka_smernega_sekvenciranja.fq  
-2 rezana_fastq_datoteka_protismernega_sekvenciranja.fq 
 
bismark_methylation_extractor –-paired-end –bedGraph 
<pot_do_referenčnega_genoma_hg19> poravnana_datoteka.bam 
Za nadaljnjo obdelavo podatkov je bilo potrebno datoteke BAM sortirati in indeksirati z 
orodji Samtools. 
samtools sort –o ime_nove_sortirane_poravnane_datoteke.bam 
poravnana_datoteka.bam 
 
samtools index ime_nove_sortirane_poravnane_datoteke.bam 
Nazadnje smo tako končno obliko datotek BAM analizirali v programskem okolju R z 
uporabo paketa methylKit in methylSig. Preiskovance smo razdelili v dve skupini in vsaki 
datoteki BAM pripisali kodirano ime. Datoteke BAM smo pretvorili v ustrezno tekstovno 
obliko in izračunali odstotek metilacije za posamezen CpG. V nadaljnjo analizo smo 
vključili le tiste CpG za katere imamo podatek za vsaj 10 preiskovancev znotraj skupine. 
Razliko v odstotku metilacije za posamezen CpG med preiskovanima skupinama smo 
izračunali z logistično regresijo in metodo korekcije SLIM. Ker nas je zanimal celoten 
pregled stanja metilacije znotraj pomnožkov, nismo določili mejnih vrednosti razlike v 
odstotku metilacije in q-vrednosti. Z dodatnimi ukazi smo podatke razdelili v ločene 
preglednice za vsak preiskovani pomnožek. 
FileList = list("indeksirane_sortirane_poravnane_datoteke.bam") 
SampleList = list("kodirano_ime_preiskovancev") 
TreatmentVector = c(žrtve_samomora=1,kontrolne_osebe=0) 
 
processBismarkAln(location = FileList, sample.id = SampleList, assembly 
= "hg19", read.context = "CpG", mincov = 10, minqual = 20, 
treatment=TreatmentVector) 
 
myobj = methRead(location = FileList, sample.id = SampleList, assembly = 
"hg19", context = "CpG", treatment = TreatmentVector, mincov = 5) 
 
united = unite(myobj, min.per.group = 10L) 
 
myDiff = calculateDiffMeth(united) 
 
myDiff_vsi_podatki = getMethylDiff(myDiff, difference = 0, qvalue = 1) 
 
subset(tabela_vseh_podatkov,tabela_vseh_podatkov$chr=="kromosom_pomnožka






5.2.1. Analiza z orodji FastQC, Trim galore in Bismark 
Število gruč in odčitkov se je skladalo s podatki proizvajalca za uporabljeno kartušo in 
kompletom reagentov. Pridobili smo kakovostne odčitke z vrednostjo Phred Q višjo od 30 
kar v 94,8 odstotkih. Po rezanju baz z orodjem Trim galore se je kvaliteta dodatno zvišala 
za odčitke smerne (slika 33) in protismerne smeri (slika 34); na slikah je primer le za 
enega od preiskovancev. Na x-osi je podan položaj baze znotraj odčitka, na y-osi pa 
vrednost Phred Q. Kvaliteta vsake od baz je podana z grafikonom kvartilov (rumeno telo 
prestavlja interkvartilni rang (25 % do 75 % vrednosti), spodnja in zgornja meja pa 10 % 
in 90 % vrednosti). Rdeča črta predstavlja mediano, modra krivulja pa povprečje. Barvno 
ozadje, znotraj katerega se nahajajo grafikoni kvartilov, podaja informacijo o kvaliteti 
(zelena dobra kvaliteta, oranžna srednja kvaliteta in rdeča slaba kvaliteta določitve baze). 
 
Slika 33: Kvaliteta smernih odčitkov prve smeri pred in po analizi s Trim galore. 
Prikazno z orodjem FastQC.  
 
Slika 34: Kvaliteta protismernih odčitkov druge smeri pred in po analizi s Trim galore.  




Po analizi z orodjem Bismark smo za vsakega preiskovanca znotraj posamezne tkivne 
regije pridobili okoli 10.000 parnih obojestranskih odčitkov in približno 85-odstotno 
uspešnost poravnave na referenčni genom.  
5.2.2. Analiza razlik v odstotku metilacije v programskem okolju R  
Statistično značilne razlike v odstotku metilacije posameznih citozinov med 
preiskovanima skupinama smo opazili v vseh uspelih preiskovanih pomnožkih (izjema 
pomnožek za gen GRIN2B, kjer odčitkov tekom sekvenciranja nismo dobili).  
Povprečna absolutna razlika odstotka metilacije v preučevanih pomnožkih DNA med 
preiskovanima skupinama (v oklepaju osnovni odstotek metilacije v skupini žrtev 
samomora in kontrolni skupini) in število statistično značilnih DMC glede na vse opažene 
citozine znotraj pomnožka je bilo sledeče:  
 ZNF714:  
amigdala 11,05 % (žrtve samomora 14,44 %, kontrolna skupina 24,46 %), 24/24; 
BA46 13,56 % (žrtve samomora 14,90 %, kontrolna skupina 25,00 %), 24/24;  
hipokampus 10,49 % (žrtve samomora 12,96 %, kontrolna skupina 24,83 %), 
24/24;  
insula 10,21 % (žrtve samomora 14,18 %, kontrolna skupina 22,86 %), 24/24 in 
kri 8,94 % (žrtve samomora 17,52 %, kontrolna skupina 25,41 %), 24/24. 
 NRIP3:  
amigdala 1,93% (žrtve samomora 11,97%, kontrolna skupina 13,57%), 36/55;  
BA46 1,72% (žrtve samomora 10,88%, kontrolna skupina 12,38%), 32/55;  
hipokampus 2,06% (žrtve samomora 11,22%, kontrolna skupina 12,92%), 38/55;  
insula 1,44% (žrtve samomora 11,86%, kontrolna skupina 12,64%), 32/55 in  
kri 1,95% (žrtve samomora 8,81%, kontrolna skupina 9,58%), 36/55. 
 TPH2:  
amigdala 0,57 % (žrtve samomora 5,47 %, kontrolna skupina 5,9 %), 3/9;  
BA46 0,46 % (žrtve samomora 5,43 %, kontrolna skupina 5,50 %), 5/9;  
hipokampus 0,51 % (žrtve samomora 5,22 %, kontrolna skupina 5,55 %), 8/9;  
insula 0,37 % (žrtve samomora 6,31 %, kontrolna skupina 6,22 %), 3/9 in  
kri 0,83 % (žrtve samomora 7,18 %, kontrolna skupina 7,58 %), 5/9. 
 HTR1A:  
amigdala 0,82 % (žrtve samomora 6,29 %, kontrolna skupina 6,36 %), 22/35;  




hipokampus 1,12 % (žrtve samomora 7,19 %, kontrolna skupina 7,66 %), 17/35;  
insula 1,16 % (žrtve samomora7,00 %, kontrolna skupina 6,33 %), 27/35 in  
kri 3,50 % (žrtve samomora 16,14 %, kontrolna skupina 18,26 %), 34/35 . 
 MAOA:  
amigdala 0,95% (žrtve samomora 3,48%, kontrolna skupina 3,39%), 16/31;  
BA46 0,69% (žrtve samomora 4,58%, kontrolna skupina 5,01%), 16/31;  
hipokampus 0,70% (žrtve samomora 4,54%, kontrolna skupina 4,61%), 18/31;  
insula 0,91% (žrtve samomora 4,75%, kontrolna skupina 4,61%), 16/31 in  
kri 0,87% (žrtve samomora 9,99%, kontrolna skupina 9,36%), 16/31. 
 SLC6A4 (podatki o osnovni stopnji metilacije za pomnožka podani ločeno zaradi 
velikih razlik med obema pomnožkoma): 
amigdala 0,78 % (pomnožek 1 žrtve samomora 1,43 % in kontrolna skupina 1,20 
%; pomnožek 2 žrtve samomora 45,68 % in kontrolna skupina 46,66 %), 15/36;  
BA46 0,98 % (pomnožek 1 žrtve samomora 1,95 %, kontrolna skupina 2,22 %; 
pomnožek 2 žrtve samomora 44,33 %, kontrolna skupina 45,86 %), 15/36;  
hipokampus 1,59 % (pomnožek 1 žrtve samomora 2,23 %, kontrolna skupina 2,86 
%; pomnožek 2 žrtve samomora 46,97 %, kontrolna skupina 47,14 %), 17/36;  
insula 0,77 % (pomnožek 1 žrtve samomora 2,77 %, kontrolna skupina 2,50 %; 
pomnožek 2 žrtve samomora 46,84 %, kontrolna skupina 47,38 %), 12/36 in  
kri 1,15 % (pomnožek 1 žrtve samomora 3,68 %, kontrolna skupina 3,39 %; 
pomnožek 2 žrtve samomora 56,33 %, kontrolna skupina 56,16 %), 21/36. 
 GABRA1:  
amigdala 0,4 % (žrtve samomora 2,61 %, kontrolna skupina 2,7 %), 9/23;  
BA46 0,55 % (žrtve samomora 2,78 %, kontrolna skupina 2,83 %), 12/23;  
hipokampus 0,58 % (žrtve samomora 2,91 %, kontrolna skupina 3,18 %), 19/23;  
insula 0,54 % (žrtve samomora 3,12 %, kontrolna skupina 2,83 %), 16/23 in  
kri 1,2 1 % (žrtve samomora 9,18 %, kontrolna skupina 9,91 %), 16/23. 
 NR3C1:  
amigdala 2,08 % (žrtve samomora 2,44 %, kontrolna skupina 1,91 %), 11/21;  
BA46 2,41 % (žrtve samomora 2,26 %, kontrolna skupina 2,45 %), 6/17;  
hipokampus 5,20 % (žrtve samomora 1,79 %, kontrolna skupina 4,13 %), 9/15;  
insula 2,63 % (žrtve samomora 3,43 %, kontrolna skupina 2,00 %), 13/23 in  




 SKA2:  
amigdala 6,07 % (žrtve samomora 4,18 %, kontrolna skupina 5,56 %), 11/25;  
BA46 1,26 % (žrtve samomora 1,59 %, kontrolna skupina 2,17 %), 8/29;  
hipokampus 1,10 % (žrtve samomora 1,73 %, kontrolna skupina 1,75 %), 13/32;  
insula 2,01 % (žrtve samomora 2,32 %, kontrolna skupina 1,29 %), 9/31 in  
kri 0,89 % (žrtve samomora 2,44 %, kontrolna skupina 1,60 %), 12/32. 
Povečini smo za posamezen gen pri žrtvah samomora opazili mešan vzorec metilacije, 
tako hipometilacijo kot hipermetilacijo. Izjema je bil ZNF714, kjer smo zaznali znižano 
raven metilacije vseh citozinov, v vseh petih preučevanih regijah. Hipometilacija se je 
pojavila še znotraj TPH2 v amigdali, insuli in krvi; znotraj HTR1A v hipokampusu in 
krvi, znotraj SLC6A4 v BA46 in znotraj NR3C1 v hipokampusu. Hipermetilacijo smo 
opazili le v krvi znotraj NR3C1. 
Podrobnejši rezultati analize metilacije posameznih pomnožkov so podani v 
razpredelnicah 27 do 43. V krepkem tisku so označene statistično značilne p- in q-









Preglednica 27: Rezultati analize metilacije pomnožka ZNF714_1. 
 
  Amigdala Brodmannovo področje 46 Hipokampus 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr19_21265165 <0,001 <0,001 -5,22 <0,001 <0,001 -8,82 0,001 0,001 -2,90 
2 chr19_21265171 <0,001 <0,001 -6,84 <0,001 <0,001 -7,51 <0,001 <0,001 -7,35 
3 chr19_21265179 <0,001 <0,001 -5,13 <0,001 <0,001 -8,83 <0,001 <0,001 -3,85 
4 chr19_21265196 <0,001 <0,001 -8,12 <0,001 <0,001 -7,38 <0,001 <0,001 -8,66 
5 chr19_21265207 <0,001 <0,001 -4,24 <0,001 <0,001 -8,91 <0,001 <0,001 -5,10 
6 chr19_21265243 <0,001 <0,001 -6,11 <0,001 <0,001 -9,46 <0,001 0,001 -3,03 
7 chr19_21265264 <0,001 <0,001 -4,66 <0,001 <0,001 -9,03 <0,001 <0,001 -4,01 
8 chr19_21265268 <0,001 <0,001 -5,19 <0,001 <0,001 -9,16 <0,001 <0,001 -2,71 
9 chr19_21265289 <0,001 <0,001 -4,75 <0,001 <0,001 -8,71 <0,001 <0,001 -3,05 
10 chr19_21265319 <0,001 <0,001 -5,40 <0,001 <0,001 -9,12 0,006 0,009 -2,71 
11 chr19_21265325 <0,001 <0,001 -6,09 <0,001 <0,001 -8,92 <0,001 <0,001 -4,17 
12 chr19_21265334 <0,001 <0,001 -5,13 <0,001 <0,001 -8,78 <0,001 <0,001 -4,08 
13 chr19_21265342 <0,001 <0,001 -4,11 <0,001 <0,001 -7,56 0,003 0,005 -2,45 
14 chr19_21265346 <0,001 <0,001 -5,50 <0,001 <0,001 -9,01 <0,001 <0,001 -3,88 
15 chr19_21265364 <0,001 <0,001 -5,39 <0,001 <0,001 -8,75 <0,001 <0,001 -4,01 
 
  Insula Kri 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr19_21265165 <0,001 <0,001 -4,62 <0,001 <0,001 -10,38 
2 chr19_21265171 <0,001 <0,001 -6,17 <0,001 <0,001 -6,56 
3 chr19_21265179 <0,001 <0,001 -5,14 <0,001 <0,001 -10,49 
4 chr19_21265196 <0,001 <0,001 -5,22 <0,001 <0,001 -6,57 
5 chr19_21265207 <0,001 <0,001 -5,23 <0,001 <0,001 -9,65 
6 chr19_21265243 <0,001 <0,001 -5,31 <0,001 <0,001 -10,53 
7 chr19_21265264 <0,001 <0,001 -4,05 <0,001 <0,001 -10,40 
8 chr19_21265268 <0,001 <0,001 -4,53 <0,001 <0,001 -10,02 
9 chr19_21265289 <0,001 <0,001 -4,84 <0,001 <0,001 -10,41 
10 chr19_21265319 <0,001 <0,001 -5,25 <0,001 <0,001 -10,34 
11 chr19_21265325 <0,001 <0,001 -3,80 <0,001 <0,001 -10,39 
12 chr19_21265334 <0,001 <0,001 -6,10 <0,001 <0,001 -11,10 
13 chr19_21265342 <0,001 <0,001 -4,29 <0,001 <0,001 -10,51 
14 chr19_21265346 <0,001 <0,001 -5,63 <0,001 <0,001 -10,72 
15 chr19_21265364 <0,001 <0,001 -3,40 <0,001 <0,001 -10,06 







Preglednica 28: Rezultati analize metilacije pomnožka ZNF714_2. 
 
  Amigdala Brodmannovo področje 46 Hipokampus 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr19_21265418 <0,001 <0,001 -17,14 <0,001 <0,001 -18,36 <0,001 <0,001 -18,68 
2 chr19_21265421 <0,001 <0,001 -15,67 <0,001 <0,001 -20,50 <0,001 <0,001 -18,20 
3 chr19_21265423 <0,001 <0,001 -17,14 <0,001 <0,001 -17,83 <0,001 <0,001 -17,61 
4 chr19_21265432 <0,001 <0,001 -15,92 <0,001 <0,001 -18,40 <0,001 <0,001 -17,95 
5 chr19_21265480 <0,001 <0,001 -14,82 <0,001 <0,001 -17,34 <0,001 <0,001 -14,84 
6 chr19_21265487 <0,001 <0,001 -17,92 <0,001 <0,001 -18,42 <0,001 <0,001 -17,17 
7 chr19_21265505 <0,001 <0,001 -17,33 <0,001 <0,001 -18,39 <0,001 <0,001 -18,29 
8 chr19_21265550 <0,001 <0,001 -16,42 <0,001 <0,001 -17,69 <0,001 <0,001 -13,48 
9 chr19_21265579 <0,001 <0,001 -17,40 <0,001 <0,001 -19,22 <0,001 <0,001 -15,43 
 
  Insula Kri 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr19_21265418 <0,001 <0,001 -13,57 <0,001 <0,001 -11,34 
2 chr19_21265421 <0,001 <0,001 -15,80 <0,001 <0,001 -7,98 
3 chr19_21265423 <0,001 <0,001 -17,22 <0,001 <0,001 -2,96 
4 chr19_21265432 <0,001 <0,001 -17,16 <0,001 <0,001 -4,35 
5 chr19_21265480 <0,001 <0,001 -15,24 <0,001 <0,001 -2,37 
6 chr19_21265487 <0,001 <0,001 -16,85 <0,001 <0,001 -5,69 
7 chr19_21265505 <0,001 <0,001 -11,73 <0,001 <0,001 -16,54 
8 chr19_21265550 <0,001 <0,001 -16,77 <0,001 <0,001 -13,45 
9 chr19_21265579 <0,001 <0,001 -15,23 <0,001 <0,001 -7,24 











Preglednica 29: Rezultati analize metilacije pomnožka NRIP3_1. 
 
  Amigdala Brodmannovo področje 46 Hipokampus 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr11_9026094 0,902 0,562 -0,08 <0,001 <0,001 -2,51 0,857 0,507 -0,09 
2 chr11_9026108 0,003 0,005 1,86 <0,001 <0,001 -1,89 0,118 0,111 -0,68 
3 chr11_9026115 <0,001 <0,001 -2,06 0,005 0,008 -1,24 0,017 0,023 -0,84 
4 chr11_9026136 0,259 0,217 -0,84 0,021 0,028 -1,20 0,085 0,089 -0,88 
5 chr11_9026145 0,512 0,371 0,61 0,658 0,423 -0,29 0,086 0,090 -1,15 
6 chr11_9026162 0,142 0,136 1,37 <0,001 0,001 -2,45 0,001 0,002 -2,17 
7 chr11_9026177 0,102 0,111 -1,24 0,006 0,009 -1,61 <0,001 <0,001 -4,40 
8 chr11_9026199 0,811 0,521 0,30 0,896 0,526 0,13 0,357 0,262 0,84 
9 chr11_9026206 0,020 0,032 -2,30 0,040 0,049 -1,85 0,039 0,047 1,65 
10 chr11_9026211 <0,001 <0,001 -4,49 0,238 0,195 -0,64 0,354 0,260 -0,44 
11 chr11_9026213 <0,001 0,001 -1,74 <0,001 <0,001 -3,13 <0,001 0,001 -1,30 
12 chr11_9026219 0,974 0,573 0,02 <0,001 <0,001 -3,51 0,001 0,001 -1,60 
13 chr11_9026224 0,949 0,573 0,04 <0,001 <0,001 -3,22 0,005 0,008 0,99 
14 chr11_9026242 <0,001 <0,001 -8,68 0,002 0,004 -3,00 <0,001 <0,001 -4,98 
15 chr11_9026250 0,001 0,003 -3,30 0,001 0,002 -2,78 <0,001 <0,001 -6,41 
16 chr11_9026252 0,603 0,418 -0,56 <0,001 <0,001 -4,10 0,664 0,417 0,30 
17 chr11_9026260 0,964 0,573 -0,07 0,150 0,139 -1,65 <0,001 <0,001 -6,69 
18 chr11_9026267 0,024 0,036 -3,07 0,144 0,135 -1,52 <0,001 <0,001 -7,87 
19 chr11_9026278 0,839 0,537 -0,20 0,966 0,555 0,03 0,014 0,020 -1,64 
20 chr11_9026289 0,233 0,200 -1,75 <0,001 <0,001 -4,67 0,001 0,002 -3,63 
21 chr11_9026295 <0,001 <0,001 -6,26 0,019 0,025 -2,33 0,157 0,140 -1,35 
22 chr11_9026297 <0,001 <0,001 -4,56 0,214 0,179 -0,93 0,656 0,413 -0,27 
23 chr11_9026303 <0,001 <0,001 -9,61 0,052 0,060 -2,24 <0,001 0,001 3,93 
24 chr11_9026307 0,133 0,129 -1,73 0,009 0,013 -2,31 <0,001 <0,001 -3,74 
25 chr11_9026309 0,273 0,226 -1,54 0,270 0,214 -1,18 0,998 0,544 0,00 
26 chr11_9026315 0,186 0,166 1,90 0,001 0,002 -3,67 <0,001 <0,001 -5,25 









  Insula Kri 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr11_9026094 0,156 0,132 -0,75 <0,001 <0,001 -2,52 
2 chr11_9026108 0,225 0,177 -0,63 0,173 0,161 -0,55 
3 chr11_9026115 0,271 0,206 -0,55 0,509 0,364 0,22 
4 chr11_9026136 0,903 0,492 -0,07 0,055 0,066 -0,87 
5 chr11_9026145 0,850 0,470 -0,15 0,269 0,228 -0,57 
6 chr11_9026162 0,352 0,250 0,77 <0,001 <0,001 -2,89 
7 chr11_9026177 0,613 0,377 -0,36 0,632 0,418 -0,19 
8 chr11_9026199 0,573 0,359 0,64 <0,001 <0,001 -1,85 
9 chr11_9026206 0,001 0,001 3,15 <0,001 <0,001 -1,66 
10 chr11_9026211 <0,001 <0,001 2,85 <0,001 <0,001 -4,55 
11 chr11_9026213 <0,001 <0,001 2,79 <0,001 <0,001 1,11 
12 chr11_9026219 0,002 0,003 1,82 <0,001 <0,001 -2,10 
13 chr11_9026224 0,750 0,432 -0,15 <0,001 <0,001 -1,93 
14 chr11_9026242 0,007 0,009 -2,91 <0,001 <0,001 -4,86 
15 chr11_9026250 0,788 0,444 0,23 0,039 0,050 -0,96 
16 chr11_9026252 0,001 0,001 3,21 0,147 0,144 -0,74 
17 chr11_9026260 0,802 0,448 -0,32 <0,001 <0,001 -3,44 
18 chr11_9026267 0,699 0,413 0,45 <0,001 <0,001 -5,39 
19 chr11_9026278 0,059 0,058 1,68 <0,001 <0,001 -3,06 
20 chr11_9026289 0,720 0,420 0,46 <0,001 <0,001 -4,04 
21 chr11_9026295 <0,001 0,001 4,00 <0,001 <0,001 -7,62 
22 chr11_9026297 0,066 0,063 1,57 0,036 0,048 -1,44 
23 chr11_9026303 <0,001 <0,001 4,80 <0,001 <0,001 -6,15 
24 chr11_9026307 0,576 0,360 0,55 <0,001 <0,001 -4,69 
25 chr11_9026309 0,389 0,267 1,07 <0,001 <0,001 -6,86 
26 chr11_9026315 0,359 0,252 -1,13 0,606 0,409 -0,49 
27 chr11_9026335 0,172 0,141 -1,62 0,024 0,034 2,21 











Preglednica 30: Rezultati analize metilacije pomnožka NRIP3_2. 
 
  Amigdala Brodmannovo področje 46 Hipokampus 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr11_9025860 <0,001 <0,001 -1,21 0,729 0,455 -0,12 <0,001 <0,001 -1,88 
2 chr11_9025873 <0,001 <0,001 -1,34 0,040 0,049 -1,25 0,002 0,004 -0,84 
3 chr11_9025880 0,572 0,402 0,05 0,125 0,122 -0,53 0,219 0,180 0,22 
4 chr11_9025882 0,001 0,003 -0,32 <0,001 <0,001 -1,79 0,394 0,279 -0,16 
5 chr11_9025904 <0,001 <0,001 -3,51 0,004 0,006 -1,72 0,003 0,005 -0,92 
6 chr11_9025907 <0,001 <0,001 -2,59 0,722 0,452 -0,20 <0,001 <0,001 -2,70 
7 chr11_9025913 <0,001 <0,001 -1,18 0,389 0,285 -0,39 <0,001 0,001 -0,99 
8 chr11_9025918 <0,001 <0,001 -3,27 <0,001 <0,001 -1,91 0,959 0,544 -0,01 
9 chr11_9025928 <0,001 <0,001 -4,01 <0,001 <0,001 3,81 <0,001 <0,001 -2,70 
10 chr11_9025935 <0,001 <0,001 -1,60 0,044 0,051 1,05 <0,001 <0,001 -1,28 
11 chr11_9025947 <0,001 <0,001 -0,52 <0,001 <0,001 -2,63 <0,001 <0,001 -1,45 
12 chr11_9025954 <0,001 <0,001 -0,74 0,848 0,508 -0,09 <0,001 <0,001 -2,41 
13 chr11_9025957 <0,001 <0,001 -6,53 <0,001 <0,001 -2,64 <0,001 <0,001 -4,16 
14 chr11_9025961 <0,001 <0,001 -1,63 <0,001 <0,001 -2,93 <0,001 <0,001 -3,56 
15 chr11_9025963 <0,001 <0,001 -2,36 0,172 0,155 0,68 <0,001 <0,001 -3,12 
16 chr11_9025966 <0,001 <0,001 -1,83 0,139 0,130 -0,84 <0,001 <0,001 -2,29 
17 chr11_9025973 0,629 0,432 0,07 <0,001 <0,001 -1,67 <0,001 <0,001 -2,61 
18 chr11_9025987 <0,001 <0,001 -1,71 <0,001 <0,001 -2,19 <0,001 <0,001 -0,78 
19 chr11_9025997 <0,001 <0,001 -1,59 0,054 0,061 -1,00 0,006 0,009 0,76 
20 chr11_9026000 0,002 0,003 0,61 0,003 0,005 -1,60 0,650 0,410 -0,14 
21 chr11_9026007 <0,001 0,001 -0,48 0,713 0,447 0,15 0,142 0,128 0,32 
22 chr11_9026025 <0,001 <0,001 -0,82 0,161 0,147 -0,74 <0,001 <0,001 -2,00 
23 chr11_9026029 0,008 0,014 0,38 0,001 0,001 -1,28 <0,001 <0,001 -1,07 
24 chr11_9026035 0,005 0,009 -0,49 <0,001 <0,001 -2,36 <0,001 <0,001 -1,45 
25 chr11_9026046 0,065 0,079 0,35 <0,001 <0,001 -2,51 <0,001 <0,001 -1,85 
26 chr11_9026056 <0,001 <0,001 -1,51 0,006 0,010 -1,39 <0,001 <0,001 -2,24 
27 chr11_9026068 <0,001 <0,001 -1,27 0,388 0,285 -0,57 0,235 0,188 -0,41 









  Insula Kri 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr11_9025860 <0,001 <0,001 0,63 0,278 0,233 0,24 
2 chr11_9025873 <0,001 <0,001 -1,32 0,002 0,004 -0,80 
3 chr11_9025880 0,032 0,034 0,26 0,510 0,364 -0,14 
4 chr11_9025882 <0,001 <0,001 1,98 0,584 0,399 0,11 
5 chr11_9025904 <0,001 <0,001 -1,13 <0,001 <0,001 -1,61 
6 chr11_9025907 0,314 0,231 -0,22 <0,001 <0,001 -1,49 
7 chr11_9025913 <0,001 <0,001 -0,74 0,003 0,006 -0,81 
8 chr11_9025918 0,586 0,364 0,07 <0,001 0,001 -0,72 
9 chr11_9025928 <0,001 <0,001 -1,16 <0,001 0,001 -1,23 
10 chr11_9025935 0,010 0,013 -0,44 0,168 0,159 0,35 
11 chr11_9025947 <0,001 <0,001 -2,12 <0,001 <0,001 -1,96 
12 chr11_9025954 <0,001 <0,001 -3,61 <0,001 <0,001 -1,59 
13 chr11_9025957 <0,001 <0,001 -7,79 <0,001 <0,001 -4,66 
14 chr11_9025961 <0,001 <0,001 -1,31 <0,001 <0,001 -1,84 
15 chr11_9025963 <0,001 <0,001 -3,23 <0,001 <0,001 -2,11 
16 chr11_9025966 <0,001 <0,001 -2,25 <0,001 <0,001 -3,51 
17 chr11_9025973 0,001 0,002 0,57 <0,001 <0,001 -4,39 
18 chr11_9025987 <0,001 <0,001 -1,35 0,338 0,271 -0,19 
19 chr11_9025997 <0,001 <0,001 -0,86 0,807 0,503 0,07 
20 chr11_9026000 0,003 0,005 0,65 0,080 0,089 -0,54 
21 chr11_9026007 0,621 0,381 -0,08 0,201 0,181 0,28 
22 chr11_9026025 0,146 0,125 -0,30 0,258 0,223 0,28 
23 chr11_9026029 <0,001 <0,001 0,73 0,012 0,019 0,54 
24 chr11_9026035 <0,001 <0,001 -1,46 0,027 0,038 -0,55 
25 chr11_9026046 <0,001 <0,001 -1,75 0,083 0,091 -0,39 
26 chr11_9026056 <0,001 <0,001 -1,82 0,019 0,029 -0,52 
27 chr11_9026068 <0,001 <0,001 -1,55 <0,001 <0,001 -2,39 
28 chr11_9026073 <0,001 <0,001 -1,33 0,284 0,236 -0,32 











Preglednica 31: Rezultati analize metilacije pomnožka TPH2_1. 
 
  Amigdala Brodmannovo področje 46 Hipokampus 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr12_72332539 0,049 0,063 -1,34 0,637 0,413 0,22 <0,001 <0,001 -1,58 
2 chr12_72332608 0,414 0,311 -0,23 0,001 0,002 0,61 0,671 0,418 -0,06 
3 chr12_72332624 <0,001 <0,001 -1,22 0,755 0,468 0,07 0,039 0,047 -0,34 
4 chr12_72332657 0,156 0,146 -0,24 0,020 0,026 -0,27 <0,001 0,001 0,27 
5 chr12_72332678 0,019 0,030 -0,41 0,104 0,106 0,22 0,010 0,014 0,24 
6 chr12_72332682 0,381 0,295 -0,16 0,521 0,361 -0,09 <0,001 <0,001 0,54 
7 chr12_72332702 0,137 0,133 -0,43 0,001 0,001 0,66 <0,001 <0,001 -0,51 
8 chr12_72332708 <0,001 <0,001 -0,90 <0,001 <0,001 -0,59 <0,001 <0,001 -0,48 
9 chr12_72332759 0,321 0,258 -0,24 <0,001 <0,001 -1,39 <0,001 <0,001 -0,56 
 
  Insula Kri 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr12_72332539 0,026 0,029 -1,26 0,044 0,055 -0,85 
2 chr12_72332608 0,006 0,008 -0,58 <0,001 <0,001 -1,90 
3 chr12_72332624 0,196 0,157 0,34 <0,001 <0,001 -1,53 
4 chr12_72332657 0,349 0,249 -0,14 <0,001 <0,001 -0,90 
5 chr12_72332678 0,736 0,427 -0,05 0,446 0,331 -0,09 
6 chr12_72332682 0,789 0,444 -0,04 0,077 0,087 -0,19 
7 chr12_72332702 0,002 0,003 -0,65 0,543 0,379 -0,09 
8 chr12_72332708 0,731 0,425 0,06 <0,001 <0,001 -0,96 
9 chr12_72332759 0,207 0,164 -0,26 <0,001 <0,001 -0,92 









Preglednica 32: Rezultati analize metilacije pomnožka HTR1A_1. 
 
  Amigdala Brodmannovo področje 46 Hipokampus 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr5_63257695 <0,001 <0,001 -1,45 0,803 0,488 0,04 0,096 0,096 -0,36 
2 chr5_63257698 <0,001 <0,001 0,95 <0,001 <0,001 -0,89 0,078 0,083 0,29 
3 chr5_63257711 <0,001 <0,001 1,15 <0,001 0,001 0,42 0,002 0,003 -0,42 
4 chr5_63257729 <0,001 0,001 0,63 <0,001 <0,001 0,67 <0,001 <0,001 -0,99 
5 chr5_63257744 <0,001 <0,001 -0,76 <0,001 <0,001 0,67 <0,001 <0,001 -0,91 
6 chr5_63257754 <0,001 <0,001 0,89 0,078 0,084 0,23 0,025 0,032 -0,34 
7 chr5_63257756 <0,001 <0,001 0,75 0,859 0,512 0,02 0,001 0,002 0,51 
8 chr5_63257814 <0,001 <0,001 0,91 <0,001 <0,001 0,49 0,227 0,184 -0,16 
9 chr5_63257817 <0,001 <0,001 -0,58 0,009 0,013 0,30 0,051 0,059 -0,29 
10 chr5_63257820 <0,001 <0,001 0,98 0,378 0,280 -0,12 0,029 0,037 -0,42 
11 chr5_63257837 0,237 0,202 0,17 0,009 0,014 0,28 0,031 0,039 -0,27 
12 chr5_63257848 <0,001 <0,001 -0,80 0,105 0,107 0,22 <0,001 <0,001 1,16 
13 chr5_63257868 0,206 0,183 0,19 <0,001 <0,001 0,54 0,274 0,210 0,17 
14 chr5_63257874 0,647 0,438 0,08 <0,001 <0,001 0,55 0,002 0,004 0,44 
15 chr5_63257886 0,404 0,304 -0,14 <0,001 <0,001 -0,57 0,121 0,113 0,24 
 
  Insula Kri 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr5_63257695 0,030 0,032 0,43 <0,001 <0,001 -3,26 
2 chr5_63257698 <0,001 <0,001 0,70 <0,001 <0,001 -1,98 
3 chr5_63257711 <0,001 <0,001 1,05 <0,001 <0,001 -1,71 
4 chr5_63257729 <0,001 0,001 0,57 <0,001 <0,001 -1,24 
5 chr5_63257744 <0,001 <0,001 0,79 <0,001 <0,001 -2,53 
6 chr5_63257754 <0,001 <0,001 0,78 <0,001 <0,001 -2,02 
7 chr5_63257756 0,001 0,001 0,48 <0,001 <0,001 -2,55 
8 chr5_63257814 <0,001 <0,001 0,73 0,352 0,279 0,20 
9 chr5_63257817 <0,001 <0,001 1,07 <0,001 <0,001 -1,38 
10 chr5_63257820 <0,001 <0,001 1,96 <0,001 <0,001 -3,33 
11 chr5_63257837 0,542 0,343 0,08 <0,001 <0,001 -2,04 
12 chr5_63257848 <0,001 <0,001 0,96 <0,001 <0,001 -2,95 
13 chr5_63257868 0,003 0,004 0,45 <0,001 <0,001 -1,57 
14 chr5_63257874 0,013 0,016 0,36 <0,001 <0,001 -1,02 
15 chr5_63257886 <0,001 <0,001 1,47 <0,001 <0,001 -1,37 








Preglednica 33: Rezultati analize metilacije pomnožka HTR1A_2. 
 
  Amigdala Brodmannovo področje 46 Hipokampus 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr5_63256804 <0,001 <0,001 1,41 0,003 0,006 0,46 <0,001 <0,001 -2,29 
2 chr5_63256809 0,321 0,258 0,27 <0,001 0,001 0,65 0,069 0,077 0,94 
3 chr5_63256826 0,071 0,085 -0,50 0,733 0,457 -0,06 0,001 0,002 -1,59 
4 chr5_63256834 0,595 0,414 -0,23 <0,001 <0,001 1,01 0,101 0,099 -1,32 
5 chr5_63256839 0,904 0,562 0,05 <0,001 <0,001 -1,08 0,421 0,293 -0,65 
6 chr5_63256861 0,010 0,017 -1,13 0,475 0,334 0,19 0,583 0,376 -0,46 
7 chr5_63256868 <0,001 <0,001 -1,86 0,322 0,249 0,29 <0,001 <0,001 3,81 
8 chr5_63256874 <0,001 <0,001 1,79 0,351 0,264 0,25 0,003 0,005 2,51 
9 chr5_63256880 0,236 0,201 -0,57 <0,001 <0,001 2,05 <0,001 <0,001 4,21 
10 chr5_63256882 0,001 0,002 -1,65 <0,001 0,001 1,05 0,134 0,123 1,35 
11 chr5_63256889 0,969 0,573 0,02 0,128 0,123 0,46 <0,001 <0,001 -4,35 
12 chr5_63256898 0,229 0,197 0,58 <0,001 <0,001 -1,93 <0,001 <0,001 -4,15 
13 chr5_63256927 0,139 0,134 0,36 <0,001 <0,001 1,04 0,016 0,022 -1,03 
14 chr5_63256992 0,008 0,014 -0,87 <0,001 <0,001 -0,87 0,552 0,365 -0,41 
15 chr5_63256995 <0,001 <0,001 -1,87 <0,001 <0,001 -0,88 0,557 0,367 0,33 
16 chr5_63257002 0,031 0,043 -0,71 <0,001 <0,001 1,11 0,485 0,331 -0,44 
17 chr5_63257006 0,787 0,508 -0,10 <0,001 <0,001 -0,92 0,406 0,284 0,61 
18 chr5_63257014 <0,001 <0,001 -2,29 0,032 0,040 -0,53 0,121 0,113 1,24 
19 chr5_63257021 0,016 0,026 -0,85 0,019 0,025 0,49 0,161 0,142 -0,90 









  Insula Kri 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr5_63256804 0,152 0,130 0,35 <0,001 <0,001 -2,83 
2 chr5_63256809 <0,001 <0,001 1,26 <0,001 <0,001 -2,25 
3 chr5_63256826 0,746 0,432 -0,09 <0,001 <0,001 -2,95 
4 chr5_63256834 <0,001 <0,001 3,35 <0,001 <0,001 -4,32 
5 chr5_63256839 0,328 0,237 0,41 <0,001 <0,001 -4,92 
6 chr5_63256861 <0,001 <0,001 2,82 <0,001 <0,001 -9,81 
7 chr5_63256868 0,757 0,433 -0,14 <0,001 <0,001 -6,51 
8 chr5_63256874 0,619 0,380 -0,19 <0,001 <0,001 -3,62 
9 chr5_63256880 <0,001 <0,001 2,73 <0,001 <0,001 -8,01 
10 chr5_63256882 <0,001 <0,001 1,79 <0,001 <0,001 -9,80 
11 chr5_63256889 0,021 0,024 1,08 <0,001 <0,001 -7,89 
12 chr5_63256898 <0,001 <0,001 3,49 <0,001 <0,001 -6,46 
13 chr5_63256927 <0,001 0,001 0,81 <0,001 <0,001 -4,12 
14 chr5_63256992 0,005 0,007 0,88 0,003 0,006 -1,92 
15 chr5_63256995 <0,001 <0,001 2,74 <0,001 <0,001 -4,46 
16 chr5_63257002 0,064 0,062 0,53 <0,001 <0,001 -3,72 
17 chr5_63257006 0,005 0,007 -1,01 <0,001 <0,001 -5,54 
18 chr5_63257014 0,349 0,249 0,34 <0,001 <0,001 -6,76 
19 chr5_63257021 <0,001 <0,001 3,16 <0,001 <0,001 -2,96 
20 chr5_63257038 <0,001 <0,001 3,18 <0,001 <0,001 -3,56 











Preglednica 34: Rezultati analize metilacije pomnožka MAOA_1. 
 
  Amigdala Brodmannovo področje 46 Hipokampus 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chrX_43514031 0,005 0,010 -0,71 0,002 0,004 0,92 0,013 0,019 -0,44 
2 chrX_43514033 0,239 0,203 -0,21 0,061 0,069 -0,50 0,134 0,123 -0,25 
3 chrX_43514045 <0,001 <0,001 -1,87 0,566 0,381 0,22 0,318 0,237 -0,19 
4 chrX_43514063 0,108 0,112 0,40 0,374 0,278 -0,22 <0,001 <0,001 0,69 
5 chrX_43514074 0,027 0,039 0,51 0,712 0,447 -0,10 <0,001 <0,001 -0,68 
6 chrX_43514076 0,025 0,037 -0,60 0,464 0,328 0,20 0,699 0,431 -0,06 
7 chrX_43514083 0,534 0,384 0,13 0,512 0,356 0,17 0,394 0,279 0,14 
8 chrX_43514098 <0,001 <0,001 -2,12 0,117 0,116 0,29 <0,001 <0,001 1,28 
9 chrX_43514102 <0,001 <0,001 0,94 0,041 0,049 -0,36 0,016 0,022 0,24 
10 chrX_43514108 0,364 0,284 0,16 0,605 0,401 -0,11 0,803 0,479 -0,03 
11 chrX_43514130 0,888 0,557 0,02 <0,001 <0,001 -1,23 <0,001 <0,001 -0,81 
12 chrX_43514132 0,050 0,064 0,50 0,040 0,049 0,69 0,066 0,075 0,32 
13 chrX_43514149 0,002 0,005 -0,94 0,451 0,321 0,23 0,002 0,004 0,55 
14 chrX_43514157 0,004 0,008 -0,96 0,027 0,035 -0,73 <0,001 <0,001 -0,98 
15 chrX_43514168 0,998 0,573 0,00 0,041 0,049 -0,71 0,273 0,210 0,19 
16 chrX_43514189 0,009 0,015 -0,52 0,628 0,409 0,13 0,006 0,009 -0,37 
17 chrX_43514204 0,001 0,003 -0,80 0,833 0,503 0,06 0,018 0,024 -0,39 









  Insula Kri 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chrX_43514031 0,118 0,102 -0,30 <0,001 <0,001 -0,81 
2 chrX_43514033 0,002 0,003 -0,59 0,854 0,520 -0,04 
3 chrX_43514045 0,006 0,008 0,69 0,730 0,467 0,08 
4 chrX_43514063 0,158 0,133 0,28 0,063 0,075 0,33 
5 chrX_43514074 <0,001 <0,001 1,17 0,665 0,433 0,09 
6 chrX_43514076 0,698 0,413 0,07 0,001 0,002 0,51 
7 chrX_43514083 0,242 0,188 0,22 0,246 0,215 0,19 
8 chrX_43514098 0,975 0,516 0,00 0,081 0,090 0,23 
9 chrX_43514102 0,002 0,003 0,45 0,009 0,016 -0,34 
10 chrX_43514108 <0,001 <0,001 0,70 0,050 0,061 0,25 
11 chrX_43514130 0,007 0,009 -0,46 0,037 0,049 0,30 
12 chrX_43514132 0,002 0,003 0,61 0,053 0,064 0,37 
13 chrX_43514149 0,935 0,503 0,02 <0,001 0,001 -0,79 
14 chrX_43514157 <0,001 0,001 0,84 0,367 0,287 0,22 
15 chrX_43514168 <0,001 <0,001 1,05 0,003 0,006 0,66 
16 chrX_43514189 0,981 0,516 0,00 0,001 0,002 0,56 
17 chrX_43514204 <0,001 <0,001 -1,01 <0,001 <0,001 0,77 
18 chrX_43514212 0,568 0,357 0,11 0,072 0,083 0,29 











Preglednica 35: Rezultati analize metilacije pomnožka MAOA_2. 
 
  Amigdala Brodmannovo področje 46 Hipokampus 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chrX_43515544 0,553 0,391 -0,28 <0,001 0,001 -0,59 <0,001 <0,001 -1,19 
2 chrX_43515564 0,323 0,258 -0,46 0,919 0,537 0,02 <0,001 0,001 -0,79 
3 chrX_43515575 0,480 0,351 0,38 0,177 0,158 -0,34 <0,001 <0,001 -1,02 
4 chrX_43515609 0,322 0,258 0,74 <0,001 <0,001 -2,48 0,398 0,279 -0,29 
5 chrX_43515616 0,004 0,009 -1,93 <0,001 <0,001 -1,32 0,268 0,207 -0,31 
6 chrX_43515618 0,394 0,300 0,52 <0,001 <0,001 -1,38 0,108 0,103 -0,44 
7 chrX_43515631 0,549 0,390 0,38 0,282 0,223 -0,28 0,070 0,077 -0,46 
8 chrX_43515634 0,009 0,015 -1,98 0,242 0,197 -0,36 <0,001 <0,001 -2,03 
9 chrX_43515640 0,003 0,007 0,97 <0,001 <0,001 -0,73 0,257 0,200 -0,17 
10 chrX_43515646 0,039 0,052 -1,02 0,103 0,105 -0,38 <0,001 <0,001 -2,75 
11 chrX_43515675 0,085 0,098 -1,04 <0,001 <0,001 -1,99 <0,001 <0,001 -1,05 
12 chrX_43515680 <0,001 <0,001 -2,83 0,974 0,557 -0,01 <0,001 <0,001 -1,42 
13 chrX_43515762 0,025 0,037 3,36 <0,001 <0,001 -2,68 0,801 0,479 0,15 
 
  Insula Kri 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chrX_43515544 <0,001 <0,001 2,49 0,580 0,399 0,15 
2 chrX_43515564 0,405 0,275 -0,35 0,087 0,095 -0,65 
3 chrX_43515575 0,537 0,342 -0,33 0,011 0,018 -1,05 
4 chrX_43515609 0,581 0,362 0,46 <0,001 <0,001 2,75 
5 chrX_43515616 0,352 0,250 -0,66 0,996 0,566 0,00 
6 chrX_43515618 0,989 0,516 -0,01 0,005 0,009 1,25 
7 chrX_43515631 0,005 0,008 -1,68 0,011 0,018 -1,04 
8 chrX_43515634 0,007 0,009 -1,99 0,012 0,019 -1,30 
9 chrX_43515640 0,011 0,014 1,01 <0,001 <0,001 -1,20 
10 chrX_43515646 0,313 0,231 0,49 <0,001 0,001 -1,33 
11 chrX_43515675 0,001 0,002 2,07 0,386 0,297 -0,44 
12 chrX_43515680 0,188 0,152 0,82 0,983 0,566 -0,01 
13 chrX_43515762 <0,001 0,001 4,99 <0,001 <0,001 6,47 







Preglednica 36: Rezultati analize metilacije pomnožka SLC6A4_1. 
 
  Amigdala Brodmannovo področje 46 Hipokampus 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr17_28562784 0,350 0,274 -0,17 0,002 0,004 -0,73 0,048 0,056 -0,33 
2 chr17_28562787 0,044 0,057 0,41 0,118 0,116 -0,49 0,241 0,190 0,20 
3 chr17_28562814 0,002 0,003 0,52 0,018 0,025 -0,69 0,238 0,190 -0,16 
4 chr17_28562827 <0,001 <0,001 -0,93 0,001 0,003 -1,15 0,001 0,003 -0,53 
5 chr17_28562848 0,957 0,573 0,01 0,867 0,514 -0,03 <0,001 <0,001 -1,34 
6 chr17_28562850 0,434 0,321 0,09 0,044 0,051 0,36 0,034 0,042 -0,24 
7 chr17_28562854 0,001 0,002 0,36 0,820 0,497 -0,03 <0,001 <0,001 -0,64 
8 chr17_28562856 0,032 0,045 -0,27 0,001 0,002 -0,61 0,003 0,005 -0,36 
9 chr17_28562862 <0,001 <0,001 -0,54 0,944 0,547 -0,02 0,736 0,448 0,04 
10 chr17_28562864 0,911 0,562 -0,01 0,111 0,112 -0,37 0,694 0,430 0,04 
11 chr17_28562870 0,005 0,010 0,33 0,001 0,001 -0,81 <0,001 <0,001 -0,95 
12 chr17_28562885 0,352 0,275 -0,12 0,061 0,069 -0,47 <0,001 <0,001 -0,95 
13 chr17_28562889 0,018 0,028 0,22 0,028 0,036 0,32 0,096 0,096 0,16 
14 chr17_28562903 0,039 0,052 -0,17 0,066 0,073 -0,23 <0,001 <0,001 -0,47 
15 chr17_28562905 0,639 0,437 -0,06 0,618 0,407 0,10 0,382 0,276 -0,09 
16 chr17_28562910 0,087 0,100 -0,18 0,153 0,142 -0,24 <0,001 <0,001 0,86 
17 chr17_28562915 0,001 0,002 -0,25 0,220 0,183 0,23 <0,001 <0,001 0,90 
18 chr17_28562922 <0,001 <0,001 -0,59 0,002 0,004 -0,93 0,120 0,112 -0,20 
19 chr17_28562924 0,067 0,080 -0,24 0,606 0,401 -0,12 0,242 0,190 -0,14 
20 chr17_28562928 0,128 0,127 -0,19 0,075 0,081 0,39 <0,001 <0,001 0,41 
21 chr17_28562958 0,010 0,017 0,43 <0,001 <0,001 -1,19 0,350 0,258 -0,15 
22 chr17_28562971 0,150 0,142 -0,23 0,017 0,023 0,69 <0,001 <0,001 -0,66 
23 chr17_28562975 <0,001 <0,001 -0,73 <0,001 <0,001 -0,82 0,025 0,032 0,31 
24 chr17_28562987 <0,001 <0,001 -0,87 0,427 0,309 0,29 0,593 0,381 -0,09 
25 chr17_28562992 0,075 0,088 -0,26 0,751 0,467 -0,09 <0,001 <0,001 -0,58 
26 chr17_28562994 0,003 0,006 0,51 0,033 0,042 -0,66 0,234 0,188 -0,20 
27 chr17_28563003 <0,001 <0,001 -0,77 0,125 0,122 -0,38 0,095 0,096 -0,28 
28 chr17_28563017 <0,001 <0,001 0,98 <0,001 <0,001 -1,11 <0,001 <0,001 -0,71 
29 chr17_28563021 0,105 0,111 -0,31 0,535 0,366 0,25 <0,001 <0,001 -0,79 










  Insula Kri 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr17_28562784 <0,001 <0,001 0,75 <0,001 <0,001 -1,18 
2 chr17_28562787 0,683 0,408 -0,07 0,001 0,002 -0,75 
3 chr17_28562814 0,480 0,315 0,13 0,800 0,501 -0,05 
4 chr17_28562827 0,098 0,087 0,35 <0,001 <0,001 -0,98 
5 chr17_28562848 0,001 0,002 -0,50 0,073 0,084 -0,31 
6 chr17_28562850 0,010 0,013 0,38 <0,001 <0,001 -1,67 
7 chr17_28562854 <0,001 0,001 -0,37 0,183 0,169 -0,16 
8 chr17_28562856 0,853 0,471 0,02 <0,001 <0,001 -0,88 
9 chr17_28562862 0,024 0,027 -0,30 <0,001 <0,001 -0,93 
10 chr17_28562864 0,531 0,340 0,08 0,613 0,411 0,08 
11 chr17_28562870 0,056 0,056 0,32 <0,001 <0,001 -0,63 
12 chr17_28562885 0,322 0,234 0,15 0,080 0,089 -0,40 
13 chr17_28562889 <0,001 <0,001 0,72 <0,001 <0,001 -0,92 
14 chr17_28562903 0,507 0,327 -0,06 0,004 0,007 0,36 
15 chr17_28562905 0,321 0,234 0,12 0,375 0,292 -0,17 
16 chr17_28562910 0,713 0,418 0,04 0,021 0,030 -0,34 
17 chr17_28562915 <0,001 <0,001 0,47 0,604 0,408 -0,08 
18 chr17_28562922 0,652 0,395 -0,06 0,647 0,424 -0,07 
19 chr17_28562924 0,867 0,477 0,02 0,502 0,362 0,12 
20 chr17_28562928 0,218 0,172 0,15 0,489 0,355 0,10 
21 chr17_28562958 <0,001 <0,001 -0,65 <0,001 <0,001 -1,34 
22 chr17_28562971 0,002 0,003 0,57 <0,001 <0,001 -1,04 
23 chr17_28562975 <0,001 <0,001 0,80 0,213 0,191 0,26 
24 chr17_28562987 0,955 0,510 -0,01 0,246 0,215 -0,35 
25 chr17_28562992 0,668 0,403 0,08 0,012 0,019 0,55 
26 chr17_28562994 0,020 0,023 0,47 <0,001 <0,001 -0,99 
27 chr17_28563003 0,166 0,138 -0,27 <0,001 <0,001 -1,01 
28 chr17_28563017 <0,001 <0,001 0,86 <0,001 <0,001 -1,40 
29 chr17_28563021 0,679 0,406 -0,09 <0,001 <0,001 -1,69 
V krepkem tisku so označene statistično značilne p- in q-vrednosti, nižje od 0,05. 







Preglednica 37: Rezultati analize metilacije pomnožka SLC6A4_2. 
 
  Amigdala Brodmannovo področje 46 Hipokampus 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr17_28563301 0,226 0,196 -0,63 0,879 0,520 0,05 0,990 0,544 -0,01 
2 chr17_28563389 0,315 0,255 -1,47 0,476 0,334 -0,66 0,551 0,365 -1,52 
3 chr17_28563425 0,383 0,296 -0,89 0,008 0,012 -1,75 0,313 0,234 1,79 
4 chr17_28563514 0,068 0,082 2,58 0,005 0,008 -2,58 0,447 0,310 1,87 
5 chr17_28563518 0,911 0,562 0,16 0,247 0,200 -1,06 <0,001 0,001 9,07 
6 chr17_28563528 0,842 0,537 -0,29 0,402 0,294 -0,78 0,206 0,172 -3,21 
7 chr17_28563530 0,105 0,111 2,30 <0,001 <0,001 -3,59 0,514 0,347 1,64 
 
  Insula Kri 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr17_28563301 0,727 0,423 -0,16 <0,001 <0,001 -2,93 
2 chr17_28563389 0,099 0,088 -2,03 0,004 0,007 -2,36 
3 chr17_28563425 0,092 0,083 1,45 0,522 0,369 -0,35 
4 chr17_28563514 0,470 0,310 0,86 0,801 0,501 -0,19 
5 chr17_28563518 0,091 0,082 -2,05 0,727 0,466 0,26 
6 chr17_28563528 0,662 0,400 -0,54 <0,001 <0,001 3,12 
7 chr17_28563530 0,179 0,146 1,63 0,004 0,007 2,38 
V krepkem tisku so označene statistično značilne p- in q-vrednosti, nižje od 0,05. 










Preglednica 38: Rezultati analize metilacije pomnožka GABRA1_1. 
 
  Amigdala Brodmannovo področje 46 Hipokampus 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr5_161274540 0,158 0,148 -0,40 0,243 0,197 -0,42 <0,001 0,001 -1,06 
2 chr5_161274561 0,040 0,053 0,67 <0,001 <0,001 -2,19 0,041 0,049 -0,74 
3 chr5_161274621 0,021 0,032 -0,44 0,040 0,049 -0,54 <0,001 <0,001 -1,17 
4 chr5_161274631 0,729 0,486 0,06 <0,001 <0,001 -1,55 <0,001 <0,001 -0,78 
5 chr5_161274648 <0,001 0,001 0,46 0,868 0,514 -0,03 <0,001 <0,001 -0,84 
6 chr5_161274695 0,062 0,077 -0,45 0,451 0,321 0,23 <0,001 <0,001 -1,62 
7 chr5_161274700 0,122 0,124 0,29 0,768 0,472 0,08 0,003 0,005 -0,55 
8 chr5_161274717 0,952 0,573 0,01 0,097 0,100 -0,38 0,001 0,001 -0,64 
9 chr5_161274751 0,340 0,269 -0,22 0,190 0,166 0,39 0,031 0,039 0,53 
 
  Insula Kri 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr5_161274540 0,016 0,019 0,64 0,267 0,227 -0,48 
2 chr5_161274561 0,171 0,140 -0,42 0,039 0,050 -1,01 
3 chr5_161274621 <0,001 <0,001 1,14 0,076 0,086 0,47 
4 chr5_161274631 <0,001 <0,001 0,83 <0,001 <0,001 1,40 
5 chr5_161274648 <0,001 <0,001 0,66 0,185 0,169 0,20 
6 chr5_161274695 0,007 0,009 -0,62 <0,001 <0,001 1,81 
7 chr5_161274700 0,016 0,019 -0,43 0,598 0,405 0,15 
8 chr5_161274717 <0,001 <0,001 0,68 0,361 0,284 -0,21 
9 chr5_161274751 0,080 0,073 -0,40 0,873 0,529 0,06 









Preglednica 39: Rezultati analize metilacije pomnožka GABRA1_2. 
 
  Amigdala Brodmannovo področje 46 Hipokampus 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr5_161275297 <0,001 <0,001 1,22 0,700 0,445 -0,07 0,072 0,078 -0,13 
2 chr5_161275303 0,002 0,004 0,57 <0,001 <0,001 0,62 <0,001 <0,001 -0,48 
3 chr5_161275319 0,113 0,116 -0,32 <0,001 <0,001 0,85 0,139 0,127 0,11 
4 chr5_161275321 0,089 0,101 -0,32 0,362 0,271 -0,15 <0,001 <0,001 -0,41 
5 chr5_161275325 <0,001 <0,001 0,71 0,008 0,012 0,44 0,002 0,003 0,23 
6 chr5_161275331 0,523 0,378 0,12 <0,001 <0,001 1,06 <0,001 <0,001 0,57 
7 chr5_161275337 0,007 0,013 -0,49 <0,001 0,001 0,69 0,035 0,043 0,17 
8 chr5_161275345 0,779 0,507 -0,05 0,006 0,010 0,47 <0,001 <0,001 0,27 
9 chr5_161275347 <0,001 <0,001 -0,86 0,047 0,055 0,33 <0,001 <0,001 -0,47 
10 chr5_161275367 <0,001 <0,001 0,93 <0,001 <0,001 0,43 0,093 0,096 0,08 
11 chr5_161275392 0,154 0,145 0,14 0,013 0,019 0,24 0,004 0,006 -0,12 
12 chr5_161275436 <0,001 <0,001 0,68 0,156 0,143 0,21 <0,001 <0,001 -0,26 
13 chr5_161275449 0,169 0,153 0,24 0,563 0,381 -0,10 <0,001 <0,001 0,59 
14 chr5_161275472 0,126 0,127 -0,27 <0,001 <0,001 0,79 0,397 0,279 0,06 
 
  Insula Kri 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr5_161275297 0,002 0,003 0,47 <0,001 <0,001 -1,17 
2 chr5_161275303 0,002 0,003 0,45 <0,001 <0,001 -1,09 
3 chr5_161275319 0,343 0,246 0,14 <0,001 <0,001 -3,84 
4 chr5_161275321 0,015 0,019 -0,34 <0,001 <0,001 -2,43 
5 chr5_161275325 <0,001 <0,001 0,78 <0,001 <0,001 -3,79 
6 chr5_161275331 0,364 0,253 0,15 <0,001 <0,001 -3,20 
7 chr5_161275337 0,267 0,204 -0,17 <0,001 <0,001 -2,69 
8 chr5_161275345 <0,001 <0,001 0,82 <0,001 <0,001 -2,48 
9 chr5_161275347 0,025 0,027 -0,33 <0,001 <0,001 -1,24 
10 chr5_161275367 <0,001 <0,001 -0,49 <0,001 <0,001 -0,78 
11 chr5_161275392 0,252 0,194 -0,10 <0,001 <0,001 -0,59 
12 chr5_161275436 <0,001 <0,001 1,02 0,019 0,029 -0,27 
13 chr5_161275449 <0,001 <0,001 0,78 <0,001 <0,001 -0,94 
14 chr5_161275472 0,782 0,443 -0,04 0,043 0,054 -0,25 









Preglednica 40: Rezultati analize metilacije pomnožka NR3C1_1. 
 
  Amigdala Brodmannovo področje 46 Hipokampus 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
4 chr5_142784614 0,028 0,060 5,13 - - - - - - 
5 chr5_142784621 0,083 0,146 -10,86 - - - - - - 
6 chr5_142784632 0,866 0,668 0,50 - - - - - - 
7 chr5_142784636 0,231 0,301 -2,08 - - - - - - 
8 chr5_142784675 0,147 0,215 3,23 - - - - - - 
9 chr5_142784678 0,391 0,439 -1,30 - - - 0,348 0,370 -4,17 
10 chr5_142784692 0,150 0,216 1,04 0,431 0,395 1,31 - - - 
14 chr5_142784698 - - - 0,018 0,031 -10,00 - - - 
12 chr5_142784704 0,236 0,305 -2,08 0,296 0,295 -2,00 - - - 
14 chr5_142784798 0,006 0,017 7,32 0,185 0,207 2,78 0,003 0,008 -24,14 
15 chr5_142784816 - - - 0,060 0,086 5,56 0,842 0,649 1,10 
 
  Insula Kri 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr5_142784586 0,295 0,306 7,00 - - - 
2 chr5_142784593 0,258 0,275 -5,28 0,312 0,340 3,13 
3 chr5_142784632 0,237 0,257 2,56 - - - 
4 chr5_142784614 - - - - - - 
5 chr5_142784621 - - - 0,269 0,310 2,86 
6 chr5_142784632 - - - 0,170 0,223 -4,76 
7 chr5_142784636 0,014 0,026 8,51 - - - 
8 chr5_142784675 - - - - - - 
9 chr5_142784678 0,209 0,233 3,57 0,273 0,313 3,85 
10 chr5_142784692 0,056 0,082 2,15 0,119 0,169 2,47 
11 chr5_142784698 0,014 0,026 8,51 0,877 0,663 -0,67 
12 chr5_142784704 0,080 0,108 4,35 0,201 0,249 -3,45 
13 chr5_142784722 0,220 0,244 2,13 0,269 0,310 2,86 
14 chr5_142784798 0,082 0,110 4,26 - - - 
15 chr5_142784816 0,237 0,257 2,13 - - - 







Preglednica 41: Rezultati analize metilacije pomnožka NR3C1_2. 
 
  Amigdala Brodmannovo področje 46 Hipokampus 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr5_142784279 0,089 0,101 -0,16 0,043 0,051 0,36 0,003 0,005 -0,46 
2 chr5_142784305 <0,001 <0,001 0,44 <0,001 <0,001 -0,94 <0,001 <0,001 -1,38 
3 chr5_142784324 <0,001 <0,001 0,87 0,863 0,513 0,03 0,016 0,023 -0,40 
4 chr5_142784343 <0,001 <0,001 -0,40 0,174 0,155 0,23 <0,001 <0,001 1,44 
5 chr5_142784370 0,536 0,384 -0,05 0,008 0,013 -0,51 0,043 0,051 -0,32 
6 chr5_142784381 <0,001 <0,001 0,37 <0,001 <0,001 -0,58 0,071 0,078 -0,30 
7 chr5_142784383 0,003 0,006 0,28 0,445 0,318 0,14 0,001 0,002 -0,53 
8 chr5_142784395 <0,001 <0,001 -0,70 0,525 0,362 0,12 0,096 0,096 0,29 
9 chr5_142784413 0,002 0,005 0,40 <0,001 0,001 0,94 0,002 0,003 -0,70 
10 chr5_142784436 <0,001 <0,001 -0,54 <0,001 <0,001 -1,01 <0,001 <0,001 -0,59 
11 chr5_142784446 <0,001 <0,001 -0,67 0,201 0,172 -0,28 0,002 0,003 0,59 
12 chr5_142784463 0,018 0,028 -0,22 <0,001 <0,001 0,79 0,902 0,526 -0,02 
 
  Insula Kri 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr5_142784279 <0,001 <0,001 0,80 0,523 0,369 0,15 
2 chr5_142784305 <0,001 <0,001 0,76 0,462 0,339 0,17 
3 chr5_142784324 <0,001 0,001 0,38 0,009 0,016 0,55 
4 chr5_142784343 <0,001 <0,001 0,70 0,632 0,418 0,10 
5 chr5_142784370 <0,001 <0,001 1,23 0,108 0,111 0,34 
6 chr5_142784381 0,001 0,001 -0,37 0,234 0,206 -0,26 
7 chr5_142784383 0,202 0,161 0,15 0,502 0,362 -0,14 
8 chr5_142784395 <0,001 <0,001 0,73 0,210 0,188 0,28 
9 chr5_142784413 0,001 0,001 0,57 0,808 0,503 -0,08 
10 chr5_142784436 <0,001 <0,001 0,75 0,052 0,063 -0,50 
11 chr5_142784446 <0,001 0,001 0,47 0,019 0,029 0,60 
12 chr5_142784463 <0,001 <0,001 1,16 0,042 0,053 -0,53 











Preglednica 42: Rezultati analize metilacije pomnožka SKA2_1. 
 
  Amigdala Brodmannovo področje 46 Hipokampus 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr17_57232510 0,329 0,385 8,33 0,225 0,185 -3,16 0,083 0,088 4,34 
2 chr17_57232517 - - - - - - 0,208 0,173 1,98 
3 chr17_57232544 0,329 0,385 8,33 0,049 0,057 -3,45 0,770 0,464 0,51 
4 chr17_57232551 0,226 0,297 -14,286 0,544 0,372 -1,35 0,039 0,047 -3,63 
5 chr17_57232553 0,148 0,216 -14,286 0,084 0,088 -2,73 0,562 0,368 1,21 
6 chr17_57232556 0,312 0,375 9,091 0,160 0,146 -1,89 0,171 0,148 1,09 
7 chr17_57232559 - - - 0,253 0,203 -2,88 0,700 0,431 0,65 
8 chr17_57232568 0,329 0,385 8,333 0,329 0,253 -0,87 0,397 0,279 1,20 
9 chr17_57232575 0,148 0,216 -14,286 0,165 0,150 -1,75 0,048 0,056 2,16 
10 chr17_57232585 0,148 0,216 -14,286 0,249 0,201 -2,92 0,165 0,143 2,29 
11 chr17_57232622 0,226 0,297 14,286 0,177 0,158 1,32 0,549 0,365 -0,86 
12 chr17_57232640 - - - 0,350 0,264 -2,29 0,546 0,364 0,84 
13 chr17_57232648 - - - 0,627 0,409 1,08 0,272 0,210 -1,98 
14 chr17_57232655 - - - 0,127 0,123 3,46 0,043 0,051 -3,25 
15 chr17_57232676 - - - 0,646 0,417 1,03 0,021 0,027 -2,06 
16 chr17_57232723 - - - - - - 0,102 0,100 1,50 









  Insula Kri 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr17_57232510 0,227 0,248 4,23 0,102 0,106 2,62 
2 chr17_57232517 0,129 0,161 6,62 0,412 0,313 -1,01 
3 chr17_57232544 0,271 0,286 3,52 0,083 0,091 2,51 
4 chr17_57232551 0,485 0,432 1,43 0,970 0,566 0,05 
5 chr17_57232553 0,393 0,369 2,13 0,971 0,566 0,05 
6 chr17_57232556 0,565 0,474 1,43 0,008 0,014 5,65 
7 chr17_57232559 - - - 0,140 0,138 2,06 
8 chr17_57232568 0,622 0,509 0,71 0,678 0,439 0,54 
9 chr17_57232575 0,622 0,509 0,71 0,865 0,525 -0,25 
10 chr17_57232585 0,488 0,433 1,41 0,176 0,164 2,05 
11 chr17_57232622 0,203 0,228 -3,87 0,401 0,307 0,70 
12 chr17_57232640 0,320 0,325 2,88 0,759 0,481 -0,54 
13 chr17_57232648 0,695 0,553 -1,98 0,728 0,466 -0,57 
14 chr17_57232655 0,183 0,211 5,11 0,064 0,075 2,40 
15 chr17_57232676 0,920 0,608 -0,56 0,744 0,473 0,37 
16 chr17_57232723 - - - 0,271 0,228 1,45 
17 chr17_57232726 0,308 0,318 -4,13 0,126 0,127 1,88 










Preglednica 43: Rezultati analize metilacije pomnožka SKA2_2. 
 
  Amigdala Brodmannovo področje 46 Hipokampus 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr17_57232260 <0,001 <0,001 1,53 <0,001 <0,001 -0,56 0,610 0,389 -0,05 
2 chr17_57232278 0,133 0,129 -0,15 0,009 0,013 0,37 <0,001 <0,001 0,44 
3 chr17_57232292 <0,001 <0,001 0,49 0,922 0,537 0,01 <0,001 <0,001 -0,92 
4 chr17_57232301 0,118 0,121 0,15 0,342 0,260 0,14 <0,001 <0,001 -0,89 
5 chr17_57232319 0,395 0,300 -0,07 <0,001 <0,001 -0,77 0,099 0,097 -0,16 
6 chr17_57232324 <0,001 <0,001 0,46 0,058 0,066 -0,30 0,914 0,530 -0,01 
7 chr17_57232340 0,062 0,077 -0,18 0,034 0,043 0,24 0,162 0,142 -0,12 
8 chr17_57232346 <0,001 <0,001 -0,30 0,135 0,128 -0,13 <0,001 <0,001 0,46 
9 chr17_57232376 0,018 0,028 -0,14 0,181 0,160 0,10 <0,001 <0,001 -0,28 
10 chr17_57232394 0,018 0,028 0,24 <0,001 <0,001 0,88 <0,001 0,001 0,38 
11 chr17_57232397 <0,001 <0,001 -0,93 <0,001 <0,001 0,86 <0,001 <0,001 0,51 
12 chr17_57232401 0,008 0,014 0,26 <0,001 <0,001 -0,61 <0,001 <0,001 0,42 
13 chr17_57232410 <0,001 <0,001 0,78 0,400 0,292 0,12 <0,001 <0,001 0,51 
14 chr17_57232413 <0,001 <0,001 -0,64 0,668 0,427 0,07 0,001 0,003 0,36 









  Insula Kri 
CpG pozicija (hg19) p-vrednost q-vrednost % razlike p-vrednost q-vrednost % razlike 
1 chr17_57232260 0,093 0,084 -0,17 <0,001 <0,001 0,85 
2 chr17_57232278 <0,001 <0,001 0,51 <0,001 <0,001 0,58 
3 chr17_57232292 <0,001 0,001 0,47 <0,001 <0,001 0,47 
4 chr17_57232301 0,004 0,006 0,29 0,010 0,017 0,28 
5 chr17_57232319 <0,001 <0,001 0,49 <0,001 <0,001 -0,47 
6 chr17_57232324 0,030 0,033 0,25 0,003 0,006 0,37 
7 chr17_57232340 0,050 0,051 0,19 0,375 0,292 -0,09 
 8 chr17_57232346 0,412 0,278 0,06 0,002 0,004 0,23 
9 chr17_57232376 0,070 0,066 -0,11 0,129 0,130 0,10 
10 chr17_57232394 0,905 0,492 -0,01 0,984 0,566 0,00 
11 chr17_57232397 <0,001 <0,001 0,71 0,001 0,001 -0,37 
12 chr17_57232401 0,003 0,004 -0,28 <0,001 <0,001 0,59 
13 chr17_57232410 <0,001 <0,001 0,72 0,009 0,015 0,32 
14 chr17_57232413 0,809 0,450 0,03 0,585 0,399 -0,06 
15 chr17_57232437 0,030 0,033 -0,24 <0,001 0,001 0,40 











5.2.1. Povezava stopnje metilacije med možganskim tkivom in krvjo   
V preglednici 44 je za vsako primerjavo med možganskimi regijami in krvjo podano 
število statistično značilnih DMC, opaženih v krvi, sledi pa število statistično značilnih 
DMC opaženih tudi v posamezni možganski regiji. Puščice predstavljajo znižano ali 
zvišano stopnjo metilacije pri žrtvah samomora.   
Preglednica 44: Povezava med statistično značilnimi DMC v možganskem tkivu in krvi. 
  
 Kri - Amigdala Kri - BA46 Kri - Hipokampus Kri - Insula 
ZNF714 ↓ 24/24 ↓ ↓ 24/24 ↓ ↓ 24/24 ↓ ↓ 24/24 ↓ 
NRIP3 36/24 36/21 36/27 36/22 
TPH2 5/2 5/5 5/2 5/1 
HTR1A 34/21 34/23 34/16 ↓ 34/26 ↑ 
MAOA 16/9 16/8 16/9 16/8 
SLC6A4 21/9 21/8 ↓ 21/9 ↓ 21/8 
GABRA1 15/7 15/9 15/10 15/9 
NR3C1 2/2 2/0 2/2 2/2 






5.3. Izražanje izbranih kandidatnih genov v možganih in krvi 
Rezultate preučevanja metilacije tarčnih zaporedij DNA v izbranih kandidatnih genih smo 
želeli potrditi še z dodatno metodo in tako preveriti, ali se morebitne spremembe v 
odstotku metilacije odražajo tudi na ravni izražanja genov.  
5.3.1.  Materiali in metode 
5.3.1.1. Opis preiskovancev  
Izražanje genov smo preučevali na celotnem naboru preiskovancev (opis v poglavju 3.1 
Opis preiskovancev). RNA smo izolirali po postopku, opisanem v poglavju 3.5 Izolacija 
RNA. V preglednici 45 so podatki o RIN, izmerjeni v združenih vzorcih za posamezno 
skupino. Spektrofotometrično določeno razmerje absorbanc (A260/230 in A260/280) je 
ustrezalo priporočenim vrednostim za ustrezno čistočo izolirane RNA. 
Preglednica 45: Stopnja ohranjenosti RNA (RIN). 
 
 Amigdala BA46 Hipokampus Insula Kri 
Žrtve samomora 5,2 5,1 6,9 4,8 2,5 
Kontrolne osebe 5,6 4,7 6,1 6 2,4 
RIN - stopnja ohranjenosti RNA, BA46 – Brodmannovo področje 46 
5.3.1.2. Pretvorba mRNA v cDNA  
Pretvorba mRNA v cDNA je bila izvedena kot opisano v poglavju 3.6. Prepis mRNA v 
cDNA. 
5.3.1.3. Validacija oligonukleotidnih začetnikov TaqMan 
Po protokolu, opisanem v poglavju 4.3.1.2. Validacija oligonukleotidnih začetnikov 
TaqMan, smo pretvorili tudi mešanico RNA vseh štirih regij možganskega tkiva za 
potrebe validacije oligonuklotidnih začetnikov Taqman in negativno kontrolo (RT-; 





Preglednica 46: Reakcijska zmes pretvorbe mRNA v cDNA za potrebe validacije 
oligonukleotidnih začetnikov. 
 
Vsebina Volumen (µL) 
Tretiranje z DNazo I  
DNaza I (Roche, Švica) 1 
10-kratni DNase pufer (Roche, Švica) 5 
RNA Volumen, ki vsebuje 5000 ng RNA. 
Voda Do celokupnega volumna 50 µL.  
Skupni volumen: 50  
Prepis z DNazo I tretirane RNA v cDNA 
 RT+ RT- 
Z DNazo I tretirana RNA 40 10 
Maxima enzyme mix (Thermo Scientific, ZDA) 6 0 
Maxima 5-kratni reaction mix pufer (Thermo Scientific, 
ZDA) 
12 12 
Ultra čista voda 2 38 
Končni volumen 60  60  
RT- negativna kontrola. 
5.3.1.4. Analiza izražanje genov s qPCR  
Metoda qPCR je potekala kot opisano v poglavju 4.3.1.5. Analiza izražanja genov s 
qPCR. Pomnožki vseh genov so se raztezali preko mej eksonov. 
5.3.1.5. Statistična analiza podatkov 
Statistična analiza podatkov je bila izvedena kot opisano v poglavju 4.3.1.6. Statistična 
analiza podatkov.  
5.3.2.  Rezultati 
Izražanje genov je za posamezne tkivne regije prikazano na slikah od 35 do 39. V krvi se 
je pri žrtvah samomora znižano izražal NRIP3. V hipokampusu sta se pri žrtvah 
samomora zvišano izražala ZNF714 in HTR1A, znižano pa NR3C1 in SLC6A4. 
Spremenjenega izražanja genov med preučevanima skupinama nismo zasledili v 





Slika 35: Relativno izražanje genov pri žrtvah samomora in kontrolih osebah v amigdali.  
Na x-osi so zapisani preučeni geni, na y-osi pa relativno izražanje gena. 
 
Slika 36: Relativno izražanje genov pri žrtvah samomora in kontrolih osebah v BA46. 
Na x-osi so zapisani preučeni geni, na y-osi pa relativno izražanje gena.   
 
 
Slika 37: Relativno izražanje genov pri žrtvah samomora in kontrolih osebah v 
hipokampusu.  
Na x-osi so zapisani preučeni geni, na y-osi pa relativno izražanje gena. Z zvezdico so označeni 
geni s statistično značilno ravnjo izražanja (HTR1A p-vrednost = 0,0531, NR3C1 p-vrednost = 





Slika 38: Relativno izražanje genov pri žrtvah samomora in kontrolih osebah v insuli. 
Na x-osi so zapisani preučeni geni, na y-osi pa relativno izražanje gena.  
 
 
Slika 39: Relativno izražanje genov pri žrtvah samomora in kontrolih osebah v krvi. 
Na x-osi so zapisani preučeni geni, na y-osi pa relativno izražanje gena. Z zvezdico je označen 
gen s statistično značilno ravnjo izražanja (NRIP3  p-vrednost = 0,0132). 
 
5.4. Razprava 
V drugi polovici doktorske naloge smo analizirali metilacijo tarčnih zaporedij DNA v 
izbranih kandidatnih genih, pri čemer smo razširili tako število preiskovanih oseb kot tudi 
nabor možganskih regij. Da bi v prihodnje lahko uporabili metilacijo DNA krvi kot 
potencialen biooznačevalec, smo vzorec metilacije preučili tudi v krvi.  
Preučevane gene smo izbrali na podlagi rezultatov prve polovice doktorske naloge in 
pregleda literature. Kot tarčna zaporedja smo izbrali dele CpG-otokov v promotorskih 
regijah in prvih eksonih. V kolikor gen ni vseboval CpG-otoka (primer je gen TPH2), 
smo kot tarčno zaporedje določili predele DNA, ki bi na podlagi podatkov genomskega 
brskalnika lahko bili vpleteni v uravnavanje. S programi, prirejenimi za delo z DNA, 
pretvorjeno z natrijevim bisulfitom smo pripravili specifične oligonukleotidne začetnike. 




pomnoževanja smo določili zaporedje, ki smo ga želeli sekvencirati. Z drugim krogom 
pomnoževanja pa smo pomnožke pripravili za sekvenciranje na napravi NGS in z 
dodatkom unikatnih kombinacij indeksov omogočili razlikovanje med posameznimi 
osebami in njihovimi tkivnimi regijami. Očiščene pomnožke smo na koncu ekvimolarno 
združili v končno knjižnico, ki je vsebovala enako zastopanost pomnožkov vseh tkivnih 
regij in oseb.  
Sekvenciranje pomnožkov, sploh z natrijevim bisulfitom pretvorjene DNA, je zahtevnejše 
od običajnega sekvenciranja. Diverziteta knjižnice, ki je sestavljena iz pomnožkov, je 
lahko zelo nizka. Po pretvorbi DNA z natrijevim bisulfitompa se pojavi še 
neenakomernost zastopanosti baz na račun nemetiliranih citozinov, ki se tekom priprave 
knjižnice pretvorijo v timine. Tako lahko prihaja do motenj pri nastanku gruč; te se 
namreč ustreznejše tvorijo, če je porazdeljenost baz v vsakem krogu sekvenciranja 
enakomerno porazdeljena. Prav tako je ocena napake sekvenciranja točnejša ob 
enakomerni zastopanosti vseh štirih baz. Diverziteto knjižnice smo zato izboljšali z 
dodatkom DNA zaporedij PhiX. Po sekvenciranju na napravi MiniSeq smo pridobili 
kvalitetne obojestranske odčitke dolžine 150 bp. Začetna analiza podatkov s FastQC in 
Trim galore je po pričakovanjih pokazala, da kvaliteta določitve prebranih baz pada z 
dolžino odčitka in da je kvaliteta protismernega odčitka slabša. Gre za omejitev same 
tehnologije sekvenciranja, saj ob branju baz nekateri odčitki zaostajajo ali prehitevajo; z 
višanjem dolžine odčitka se napake akumulirajo in pride do nesinhronega zaznavanja 
fluorescence dodane baze. Kljub temu smo z orodjem Bismark za vsako tkivno regijo 
preiskovanca prilegli okoli 10.000 parnih obojestranskih odčitkov, pri čemer je bilo 
prileganje na referenčni genom približno 85-odstotno. Znižano prileganje je pričakovano 
za z natrijevim bisulfitom pretvorjeno DNA, saj je raznolikost zaporedij znižana. Za 
pomnožek gena GRIN2B nismo dobili očitkov, kar je verjetno posledica meritve 
koncentracij in ekvimolarnega združevanja po prvem krogu pomnoževanja. Slabšo 
kvaliteto odčitkov in posledično nižje število in krajše dolžine odčitkov smo opazili pri 
pomnožkih ZNF714_2, NR3C1_1 in SKA2_1. 
V programskem okolju R smo z uporabo logistične regresije in metodo korekcije SLIM 
primerjali odstotek metilacije CpG med obema preiskovanima skupinama, pri čemer smo 
vrednosti žrtev samomora primerjali glede na stanje kontrolne skupine. Statistično 
značilne DMC smo zaznali v vseh genih in v vseh regijah. 
V obeh pomnožkih ZNF714 smo določili vse CpG kot statistično značilne, pri čemer se 
pri žrtvah samomora pojavlja hipometilacija v vseh DMC. Vzorec se ohrani v vseh 
možganskih regijah in tudi v krvi. Rezultati se skladajo z ugotovitvami iz prvega dela, 
kjer smo pri analizi širom genoma ravno tako opazili hipometilacijo v BA9 žrtev 
samomora 
Rezultati NRIP3 se ravno tako skladajo z rezultati analize metilacije širom genoma, 
pojavlja se tako hipo- kot hipermetilacija. V vseh petih tkivih opazimo, da je statistično 
značilnih več kot polovica opaženih citozinov.  
Serotoninski sistem je eden bolj preučevanih sistemov živčnih prenašalcev v povezavi s 




preučevali, v serotoninski sistem uvrščamo TPH2, HTR1A, SLC6A4 in MAOA; povezava 
pa se kaže tudi z NR3C1. 
TPH2 je možgansko sprecifična izooblika encima in sodeluje pri sintezi serotonina [123]. 
Polimorfizmi posameznega nukleotidov TPH2 so že bili preučevani tudi na slovenski 
populaciji, v povezavi s samomorilnim vedenjem in rabo alkohola [34, 124]. Gen TPH2 
ne vsebuje CpG-otoka zato smo pomnožili zaporedje pred začetkom kodirajoče sekvence, 
ki vsebuje tudi mesta za vezavo transkripcijskih dejavnikov (NRSF, angl neuron-
restrictive silencer factor in CTCF, angl. CCCTC-binding factor), ki lahko delujeta kot 
stikalo za izražanja gena [125, 126]. Največ statistično značilnih DMC smo opazili v 
hipokampusu, najmanj v amigdali (hipometilacija v amigdali in krvi ter kombinacija 
hipometilacije in hipermetilacije v BA46, hipokampusu in insuli). Znotraj mest za vezavo 
transkripcijskih dejavnikov se nahaja CpG (chr12:72332657), ki je bil statistično značilen 
pri BA9 (hipometilacija), hipokampusu (hipermetilacija) in v krvi (hipometilacija). Pri 
osebah z depresijo, ki so izkazovale samomorilne vedenje v kitajski (Han) populaciji, so v 
krvi v promotorski regiji opazili hipermetilacijo [127], kar je v nasprotju z našimi 
rezultati.  
HTR1A je v serotoninskem sistemu udeležen kot en od številčno zastopanih receptorjev, 
na katere se veže serotonin [128]. Pogosto je v povezavi z duševnimi motnjami preučevan 
polimorfizem rs6295 in s CpG-bogata regija, v kateri se ta polimorfizem nahaja [129]. 
Polimorfizem je na slovenski populaciji že bil preučevan [36], a trdne povezave s 
stresnimi dogodki in samomorilnim vedenjem niso našli. Zaporedja, v kateri se 
polimorfizem nahaja, nismo uspeli pomnožiti in tako v našo študijo ni bila vključena. 
Statistično značilne DMC smo opazili v vseh petih tkivnih regijah, največ v krvi in 
najmanj v hipokampusu (hipometilacija v krvi pri obeh pomnožkih, hipermetilacija v 
insuli pri obeh pomnožkih ter mešan vzorec metilacije v ostalih regijah). Najvišji odstotek 
razlik v metilaciji smo opazili v krvi. Pri žrtvah samomora so v prefrontalnem delu skorje 
(BA10) že opazili rahlo hipermetilacijo v 1000 bp dolgem zaporedju v bližini 
promotorske regije [87]. Bolj pogosto so stanje metilacije preučevali v krvi, kjer so v 
obeh študijah hipometilacijo enega samega DMC povezali s panično motnjo pri ženskah 
[130] in slabšim odzivom na zdravljenje z escitalopramom [131]. Dotičnega CpG v naših 
pomnožkih nismo preučili, a smo prav tako v krvi opazili hipometilacijo. 
MAOA je encim, ki sodeluje pri razgradnji serotonina [132]. Gen vsebuje polimorfizme, 
ki vplivajo na aktivnost encima in je bil pri žrtvah samomora preučen na številnih tujih in 
tudi slovenski populaciji [33, 133]. Metilacija CpG-otoka v promotorski regiji in prvem 
eksonu/intronu je bila preučena že v številnih študijah, ki so povezale spremembe v 
metilaciji (bodisi hipometilacija, bodisi hipermetilacija) s številnimi vedenji kot so fobije, 
posttravmatska stresna motnja, kajenje, uživanje alkohola, spolne zlorabe in duševne 
motnje [134-136]. Ob pregledu literature nismo zasledili nobene študije, kjer bi 
preučevali stanje metilacije pri žrtvah samomora. Statistično značilne DMC smo opazili v 
vseh petih regijah, kjer je bilo približno polovica CpG statistično značilnih 





SLC6A4 uravnava presinaptični privzem serotonina in tako določa trajanje in magnitudo 
signalizacije. V BA46 smo opazili hipometilacijo, v ostalih regijah je vzorec metilacije 
mešan. Dobrih 80 bp za pomnožkom 2 se nahaja SINE element AluJB, za katerega so pri 
zdravih prostovoljcih opazili povezavo med znižano stopnjo metilacije in nižjim 
volumnom hipokampusa [137]. Zvišan nivo metilacije so do sedaj poleg samomorilnega 
vedenja [87] povezali še povezali z depresijo in s stresom v zgodnjem obdobju življenja 
[138], z obsesivno-kompulzivno motnjo [139], s slabšo klinično sliko sindroma motnje 
pozornosti z motnjo koncentracije in s hiperaktivnostjo [140] 
γ-aminobutanojska kislina (GABA) je ena glavnih inibitornih živčnih prenašalcev v 
osrednjem živčnem sistemu. Receptorji zanjo so pentamerni, ena od petih podenot je alfa-
1. Alfa-1 podenota tvori skupaj s sosednjima podenotama vezavno mesto za 
benzodiazepine in GABA [141, 142]. GABRA1 predstavlja eno od možnih alfa-1 podenot. 
Statistično značilne DMC smo opazili v vseh petih tkivnih regijah, največ v hipokampusu 
in najmanj v amigdali (hipometilacija v prvem pomnožku hipokampusa in drugem 
pomnožku krvi ter hipermetilacija v drugem pomnožku BA46, ostali pomnožki mešan 
vzorec). Zvišano stopnjo metilacije so prav tako opazili v prefrontalnem delu skorje 
(BA9, skupaj z BA46 sestavljata dorsolateralni prefrontalni del skorje) moških z zlorabo 
alkohola [143] in v frontopolarnem delu skorje žrtev samomora [81]. Le v hipokampusu 
smo zaznali rahlo hipermetiliran citozin (pomnožek GABRA1_1, chr5_161274751), ki se 
nahaja v področju vezave transkripcijskega dejavnika POU3F2. Variacije gena POU3F2 
so bile že povezan z bipolarno motnjo [144]. 
NR3C1 je epigentsko dobro preučen gen, tako na živalskih modelih kot pri ljudeh. 
Receptor je vpleten v signalizacijo kortizola, odziva na stres in v vnetne odzive [145, 
146]. Motnje v stanju metilacije se odražajo v motnjah negativne povratne zanke stresne 
osi in v slabšem prilagajanju na stres [75]. V analizi metilacije smo preučevali odsek 
DNA, v katerem se nahaja manj pogosto preučevan promotor 1B (na podlagi in silico 
napovedi za promotor 1F niso uspeli načrtati specifičnih oligonukleotidnih začetnikov). 
Znižano stopnjo metilacije smo zaznali v hipokampusu žrtve samomora, zvišano pa v 
insuli in krvi, a je delež statistično značilnih DMC v krvi nizek. BA46 in amigdala sta 
izkazovala mešan vzorec metilacije. Pri žrtvah samomora so v hipokampusu v promotorju 
1F opazili zvišano [76], v drugih promotorjih pa mešano raven metilacije [147]. 
Hipermetilacijo različic promotorskih regij so povezali z depresiji podobnimi simptomi in 
travmatičnimi dogodki v zgodnjem otroštvu [148], bulimijo in tveganjem za samomorilno 
vedenje [149] in anksioznostjo [150]. 
V zadnjih nekaj letih se je kot nov kandidatni gen samomorilnega vedenja pogosto pojavil 
SKA2. Vpleten je v uravnavanje celičnega cikla, prav tako pa so opazili kolokalizacijo z 
NR3C1. SKA2 verjetno sodeluje pri prehodu NR3C1 v jedro [151, 152]. Predvsem so 
preučevali odsek gena, ki vsebuje polimorfizem posameznih nukleotidov (rs7208505) v 
3'-neprevedeni regiji gena, ki ob prisotnosti alela G tvori CpG mesto. Zvišano metilacijo 
so tako povezali s samomorilnim vedenjem [153], znižano debelino prefrontalnega dela 
skorje in posttravmatsko stresno motnjo pri vojnih veteranih [83] in odzivom na stres 




nespecifičnih pomnožkov. Preučevali smo stanje v CpG-otoku v promotorski regiji, kjer 
smo v vseh petih regijah zaznali mešan vzorec metilacije statistično značilnih DMC. 
V zadnjem desetletju na področju psihiatrije kljub številnim poskusom ni prišlo do novih 
prebojev na področju biooznačevalcev [155]. Obstajajo biooznačevalci, povezani z 
duševnimi motnjami, vendar niso specifični. Preučevanje ravno tako otežujejo 
metodološke omejitve in pomanjkanje in vivo modelov [156]. Psihiatrija tako ostaja 
področje medicine, kjer molekularno-genetske tehnike ne predstavljajo orodja, 
vključenega v diagnostiko in spremljanje zdravljenja. V študije se pogosto vključuje 
periferna tkiva, kot sta kri in bris ustne sluznice, ki sta lažje dostopni tudi pri živih 
preiskovancih. V našo študijo smo zato vključili kri, ki je bila s punkcijo odvzeta iz desne 
stegenske vene pred pričetkom obdukcije. Tako smo pridobili krvni vzorec, najbolj 
primerljiv s stanjem krvi pri živečih. Metilacija je tkivno specifična, saj je izražanje genov 
povezano z vlogami, ki jih celice določenega tipa opravljajo. Stanje metilacije je tako v 
možganih in krvi lahko zelo drugačno, saj so celice udeležene v ševilnih za tkivo 
specifičnih nalogah. Izvorne celice posameznih tkiv se ločijo že na stopnji embrionalnega 
razvoja tkiv; krvne celice imajo svoj izvor v mezodermu, celice osrednjega živčnega 
sistema pa v ektodermu [157]. Vendar pa se kjub temu lahko v krajših, specifičnih 
odsekih DNA stanje metilacije med krvjo in možgani kaže v primerljivem vzorcu [158]. 
Nekaj razlogov za ta pojav je: (i) metilacijski vzorec določenega predela je podedovan ali 
izhaja iz časa embriogeneze, (ii) v krvi se lahko nahaja prostocirkulirajoča DNA, ki izhaja 
iz področja možganov in to DNA zmotno vrednotimo kot krvi lastno, ter (iii) okoljski 
dejavniki, ki lahko podobno vplivajo na metilacijo DNA različnih tkivih [159].  
Najvišjo stopnjo odslikanja vzorca smo opazili v ZNF714. Znotraj obeh pomnožkov so 
bili vsi citozini statistično značilni pred preiskovanima skupinama v vseh tkivnih regijah, 
prav tako pa je primerljiva tudi osnovna stopnja metilacije obeh preiskovanih skupin. 
Tako v krvi kot vseh možganskih tkivnih regijah je stanje metilacije pri žrtvah samomora 
znižano. Podobno bi lahko potencialno vlogo biooznačevalca v krvi igral HTR1A. V krvi 
žrtev samomora je bilo stanje metilacije znižano, medtem ko je bilo stanje večjega dela 
teh citozinov v insuli zvišano. Ker smo za primerjavo uporabili samo statistično značilne 
DMC, je vzorec zrcalno spremenjen tudi pri kontrolni skupini. Povezava metilacije 
specifičnih zaporedij DNA v krvi in možganih je pri tako izbranih DMC specifična za 
samomorilno vedenje. 
Kot še neomenjeno omejitev znotraj disertacije je potrebno omeniti nizke razlike v 
odstotku metilacije med preiskovanima skupinama. Kljub temu, da so razlike statistično 
značilne, so nekatere zelo nizke. Vprašanje, ki se tako pojavlja je, kakšen je biološki 
učinek nizkih razlik v stopnji metilacije.  
Prav tako omejitev predstavlja izbor metodologije. Zaradi zagotavljanja visoke 
specifičnosti pomnožkov in številnih omejitev pri načrtovanju oligonukleotidnih 
začetnikov določenih področij DNA z uporabo metode, opisane v tem poglavju, ni možno 
pomnožiti. Primerjanje rezultatov z drugimi študijami je tako težje in odvisno od 





Ponovno smo želeli preveriti, ali se spremembe v stanju metilacije odražajo na ravni 
izražanja genov. Izražanje genov smo preverili le v nekaterih genih in tkivih, določenih na 
podlagi podatkov o že opaženem izražanju v tkivih (spletno dostopni atlas izražanja  
Expression Atlas [160]) in rezultatov metilacije tarčnih zaporedij (razlike v stopnji 
metilacije in števila diferenčno metiliranih citozinov v pomnožku). H genom, 
analiziranim v poglavju 5. Analiza metilacije tarčnih zaporedij DNA v izbranih 
kandidatnih genih, smo dodali še pleksin C1 (PLXNC1), ki je eden od semaforinskih 
receptorjev [115]. Statistično značilno spremenjeno izražanje vseh testiranih genov smo 
opazili le v hipokampusu in deloma v krvi. Pri žrtvah samomora je v hipokampusu 
zvišano izražanje ZNF714 in HTR1A, znižano pa NR3C1 in SLC6A4. Zvišano izražanje 
genov se sklada s podatki o metilaciji; žrtve samomora so namreč povprečno izkazovale 
nižjo stopnjo metilacije. Znižano izražen SLC6A4 je izkazoval kombinacijo zvišano in 
znižano metiliranih citozinov, medtem ko smo pri NR3C1 pri žrtvah samomora opazili 
znižano stopnjo metilacije. V krvi smo opazili znižano izražanje NRIP3 pri žrtvah 
samomora, vendar je zaradi nizke vrednosti integritete RNA rezultat potrebno kritično 
presoditi. 
Izražanje ZNF714 smo preučili v vseh petih tkivnih regijah. Kljub hipometilaciji v vseh 
tkivnih regijah smo statistično značilno razliko v izražanju gena opazili le v hipokampusu. 
Razlog za to je lahko delovanje drugih mehanizmov, vpletenih v mehanizme izražanja 
genov. Prav tako imamo podatek o metilaciji le za del regulatorne regije in ne za celotno 
zaporedje. 
Izražanje TPH2 smo preverili le v hipokampusu. Gen se znižano izraža v krvi pri kitajski 
(Han) populaciji oseb z depresijo, ki so kazale samomorilno vedenje [127], medtem ko so 
zvišano izražanje opazili pri žrtvah samomora v jedru raphe [161] in prefrontalnem delu 
skorje[162]. Zvišano izražanje gena smo v hipokampusu opazili tudi mi, vendar razlika ni 
bila statistično značilna.  
Izražanje HTR1A je bilo mejno zvišano pri žrtvah samomora, zvišano število 
presinaptičnih serotoninskih receptorjev in njihovo aktivacijo pa so že povezali z odzivom 
na zdravljenje z antidepresivi [163]. Zvišano izražanje gena je že bilo povezano s 
samomorilnim vedenjem in depresijo [128]. Pri žrtvah samomora v študiji na področju 
hipokampusa niso opazili sprememb v izražanju, so pa opazili zvišano izražanje v 
področju prefrontalnega korteksa [164]. 
Znižano izražanje SLC6A4 smo opazili v hipokampusu žrtev samomora. Posledično bi 
bilo lahko manjše število serotoninskih prenašalcev, zaradi katerih bi serotonin ostajal 
dalj časa v sinaptični špranji in tako pozročal motnje v signalizaciji. Pri živalskem modelu 
so se je pri podganah z izbitim genom kazale motnje v spominu in depresiji podobne 
simptome [165]. Zelo zanimivi so izsledki študije, v kateri so preko 30 tednov v časovnih 
intervalih spremljali stanje izražanja gena v krvi pri osebah z veliko depresivno epizodo. 
V nasprotju z zdravimi kontrolami so pri njih zaznali znižano stopnjo izražanja SLC6A4, 
ki pa je bila ob nenadnem zvišanju povezana s poslabšanjem samomorilnih misli ali 
poskusa samomora [166]. Spremenjeno izražanje so prav tako opazili v povezavi s 




Znižano izražanje NR3C1 je dobro opisano tako pri živalskih modelih neustreznega 
materinskega vedenja pri glodalcih [169] kot pri odzivu na stres pri ljudeh [145, 148]. 
Znižano izražanje so tako opazili tudi pri žrtvah samomora [170]. V hipokampusu smo pri 
žrtvah samomora opazili znižano stopnjo metilacije, podobno kot študija izražanja gena v 
hipokampusu žrtev samomora, ki so doživeli stresne dogodke v otoštvu [147]. 
Ugotovljeno stanje metilacije v naših vzorcih se ne ujema z izražanjem, vendar pa smo v 
analizi metilacije preučevali odsek DNA, v katerem se nahaja manj pogosto preučevan 
promotor 1B, z izbranimi oligonukleotidnimi začetniki TaqMan pa smo identificirali 
izražanje celokupnega NR3C1 (ne razlikuje med posameznimi različicami gena). Pri 
analizi metilacije preko celotnega genoma smo v BA9 zaznali en zvišano metiliran DMC 
v področju najpogosteje preučevanega NR3C1 promotorja 1F. Tako ne moremo izključiti 
dejstva, da na znižano izražanje NR3C1 ne vpliva metilacija ostalih regulatornih delov 
gena. 
Spremembe v izražanju genov ob samomorilnem vedenju so že zaznali pri SKA2 [171] in 
GABRA1 [81],vendar mi povezave nismo zaznali. 
Na samo tehnično uspešnost analize izražanja genov s PCR v realnem času vpliva tudi 
stanje cDNA, ki je močno odvisna od ohranjenosti integritete RNA (vrednosti RIN). RNA 
posmrtnih vzorcev je praviloma bolj razgrajena, saj se ob posmrtnih procesih 
razgrajevanja spreminja celična integriteta in tako se v celici sprošča tako RNA kot tudi 
encimi, ki jo razgrajujejo [172]. Integriteta RNA, izolirana iz možganskih regij, je bila 
višja od integritet RNA izolirane iz krvi. Znižana uspešnost pomnoževanja cDNA iz krvi 





Samomor je kompleksen fenomen; številne študije kažejo na epigenetske spremembe v 
možganih žrtev samomora. Z našim delom smo želeli s pomočjo sodobnih molekularno-
bioloških pristopov analizirati stopnjo metilacije genov pri slovenskih moških žrtvah 
samomora z obešanjem, ki do sedaj še ni bila celostno preučena. 
Postavili smo sledeče hipoteze:  
 Med žrtvami samomora in kontrolno skupino bodo razlike v globalnem vzorcu 
metilacije v možganskem tkivu. 
Hipotezo smo potrdili z analizo metilacije DNA širom genoma. Pri žrtvah samomora se je 
pogosteje pojavljala hipometilacija kot pri kontrolnih osebah. Analiza genske ontologije 
je obogatila izraze, povezane s plastičnostjo možganov. Zaradi okvarjenih struktur 
oziroma znižane plastičnosti imajo možgani žrtev samomora morda znižano sposobnost 
prilagajanja na zunanje dejavnike. 
 
 Med žrtvami samomora in kontrolno skupino bodo razlike v vzorcu metilacije 
različno metiliranih regij (DMR, angl. differentially methylated regions; 
promotorskih regij).  
Hipotezo smo potrdili z analizo metilacije tarčnih zaporedij DNA v izbranih kandidatnih 
genih. Prav v vseh tarčnih genih smo opazili statistično značilne DMC, najvišje razlike v 
odstotku metilacije smo opazili v ZNF714, ki je bil pri žrtvah samomora hipometiliran.  
 
 Vzorec metilacije, prisoten v nekaterih možganskih regijah, se odraža v 
perifernem tkivu (krvi), tako pri žrtvah samomora kot tudi pri kontrolnih osebah. 
Hipotezo smo potrdili le deloma. Povezavo smo opazili pri pomnožkih gena ZNF714 med 
vzorcem v krvi in vseh možganskih regijah. V vseh regijah je bila pri žrtvah samomora 
znižana stopnja metilacije statistično značilnih DMC gena ZNF714, pri kontrolnih osebah 
pa zvišana. Prav tako smo povezavo opazili pri pomnožku gena HTR1A med vzorcem 
metilacije v krvi in insuli. V krvi žrtev samomora so bili statistično značilni DMC 
hipometilirani, v insuli pa hipermetilirani. Pri kontrolnih osebah je vzorec ponovno 
obraten; v krvi se pojavlja hipermetilacija, v insuli pa hipometilacija. Potrebne so dodatne 
potrditvene študije, a je to vseeno lahko korak v smeri uporabe biooznačevalcev na 
področju psihiatrije. 
 
Poleg že omenjenih omejitev, bi na koncu našteli še splošne omejitve: 
 Za analizo nismo imeli dostopa do vseh podatkov o preiskovancih, ki bi lahko 
pomembno vplivali na spremembe v metilacijskem vzorcu (manjkajoči osebni 
podatki preiskovancev kot so stil življenja, odsotnost NIJZ podatkov za kontrolne 




kolikšnem deležu na razlike v metilaciji vpliva npr. uživanje drugih zdravil ali 
posledice travmatskih dogodkov v otroštvu. 
 Metilacija DNA je lahko pridobljena ali prirojena (poznani so primeri 
transgeneracijskega epigenetskega dedovanja tako pri živalih kot tudi pri ljudeh). 
Tako ne moremo vedeti, kdaj so se opažene spremembe metilacije DNA pojavile. 
 V analizi nismo mogli upoštevati podatkov o stanju drugih mehanizmov 
epigenetskega uravnavanja in genske variabilnosti, ki lahko odelujejo z 
mehanizmi metilacije DNA in tako skupaj gradijo stanje v celici, saj na naših 
vzorcih še niso bile opravljene te analize. 
 Nizko število preiskovancev in preučevanje metilacije DNA znotraj celokupnega 
tkiva (brez ločevanja na podtipe celic). 
 
Kljub vsemu dajejo rezultati naših analiz nov uvid v spremenjeno stanje metilacije pri 
samomorilnem vedenju. Pridobili smo nove kandidatne gene ter pokazali povezavo s 
samomorilnim vedenjem pri že obstoječih kandidatnih genih. Rezultati tako podpirajo 
vlogo biološke komponente ozadja samomorilnega vedenja in prispevajo k osvetljevanju 
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